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1 章  Introduction 
 




細管でできた器官で精巣に近いほうから形態的に頭部  ( c ap u t )  、
体部  ( co r pus )  、尾部  ( c au d a)  に区別されるが、精巣上体細管の
上皮細胞は部位によって機能的に分化していることが知られて
いる。 精巣の未熟精子は、精巣上体細管を通過する過程で、各
部位の上皮細胞由来の因子が直接あるいは ep i d i d ym o s om e と呼
ばれる小胞などによって精子に供給されることで (Su l l i v an  e t  a l .  
2 0 07 )  、鞭毛運動と受精の潜在的な能力を獲得して成熟精子と
なるが、その後、更に 2 回の活性化を経なければ実際に運動性
や受精能力を発揮できない。  第 1 の活性化は、射精時に起こ
る前進運動の開始である。  重炭酸イオン濃度が 2  mM と低濃
度である精巣上体尾部分泌液から 20  m M と高濃度である精嚢腺
分泌液に精子が曝されることで、アデニル酸シクラーゼが活性
化され、精子内 cA MP レベルの上昇と機能タンパク質のリン酸
化が起こり、それが運動開始の引き金となっていると考えられ
ている  ( Ok am u ra  e t  a l .  19 85 ,  Ta j im a  e t  a l .  19 87 ,  Ok amu r a  e t  a l .  
1 9 91 )  。  第 2 の活性化は輸卵管峡部で起こる ca p ac i t a t i o n  (受
精 能 獲 得 反 応 )  で あ り 、 こ れ に よ っ て 精 子 は 初 め て
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h yp e r ac t iv a t io n  (超活性化運動 )  と呼ばれる運動性を示すように
なる  ( Vi s con t i  &  K o ph  19 98 ,  A r ce l ay  e t  a l .  20 08 )  。  即ち、射精
によって精子は、対称的な鞭毛運動による直進性の運動を開始
するわけだが、 cap ac i t a t i o n 反応によって、非対称的な鞭毛運動
による円運動、8 の字運動、s t a r - s p in 運動を呈する h yp e r ac t iv a t ion
へとその運動性を変化させる  ( Yanag i m ach i  1 99 4 ,  S u ar ez  & Ho  
2 0 03 )  。 この運動性の変化は、精子が輸卵管の粘膜上皮を離れ、
卵子に向かって泳いでいくために必要であり、また進む方向を
様々に変化させることで卵子と出会いやすくしていると考えら
れている  (Su a r ez  1 9 96 )  。  また、 cap ac i t a t i on を起こした精子
のみが卵子に対して先体反応を起こし、受精することが可能と
なる。  C ap ac i t a t i o n 誘起には、精子細胞膜に存在するコレステ
ロールの脱離、 HC O 3 -と C a 2 +の細胞内流入  ( Ba l d i  e t  a l .  1 99 1 ,  
Vi s con t i  e t  a l .  1 998 )  、精子内部の p H の上昇  (Wi lb e rg  &  P ar r i sh  
1 9 95 )  、cAMP レベルの上昇  ( F r ase r  e t  a l .  2 00 5 ,  O s i gu w a & F ra s e r  
2 0 07 )  、 r eac t iv e  ox ygen  s p ec i es   (R OS )  の産生  (Roy &  A t r e j a  
2 0 07 ,  K op p e rs  e t  a l .  2 00 8 ,  S to r ey 2 0 08 )  、タンパク質のチロシン
残 基 の リ ン 酸 化  ( Vi s co n t i  e t  a l .  19 95 ,  Lec l e r c  e t  a l .  1 99 6 ,  
M ed ed ov ic  &  F r as e r  20 04 ,  F r a se r  2 008 )  などの複雑な反応が関わ
っているとされている。 しかしながら、これら一連の連鎖反応
のスイッチングの仕組みは未だ明らかにされていない。  
さて、現在、妊娠を望むカップルの 1 0 組に 1 組は妊娠及
び出産に生殖補助医療の助けが必要とされている。  不妊の原
因は、卵巣機能障害や精子数不足など多岐にわたるが、原因不明
- 3 - 
 
の場合もあり、その一部には capac i t a t i o n の分子メカニズムの解
明 に よ っ て 治 療 法 が 見 出 さ れ る 可 能 性 も あ る と 考 え ら れ る 。  











な ど に 加 え て 、 融 解 直 後 に cr yo cap ac i t a t i o n と 呼 ば れ る
cap ac i t a t i on 様の反応が他の動物種に比べて起き易いことが原因




って引き起こされる c r yo cap ac i t a t i on は精子にとっては早すぎる
タイミングでの cap ac i t a t i o n 誘起となっているのである。 つま
り、 c ap ac i t a t i on のメカニズムを解明し、その分子機構に基づい
た方法で早すぎる capac i t a t i o n を抑えることができれば、ブタ凍
結保存精子を用いた人工授精による繁殖成績が飛躍的に向上す




も、最も大きなブラックボックスである capac i t a t i o n 過程の分子
機構の解明に向けた研究を始めた。  
 
1-2 Capaci tat ion  
射出された精子は卵管に到達しても、すぐに卵子に侵入
していくことはできない。 1 95 1 年に C h an g と A us t in がウサギ
とラットを用いた実験によって精子が数時間卵管峡部の中にい
る間に構造的及び機能的変化を受けて初めて卵子に侵入してい
くことができるようになることを明らかにした。  Au s t i n は精
子に誘起されるこのような生理学的変化を cap ac i t a t i on と名づけ
た。 また 1 96 4 年には柳町、Ch ang の研究により、 i n  v i t ro で擬
似的に雌性生殖器管内の環境を作り、 cap ac i t a t i on 反応を誘起で
きるようになった。 現在の発生工学・生殖工学あるいは生殖医
療は、精子に i n  v i t r o で cap ac i t a t i on を起こさせることができる
ようになって初めて大きな進展を見せたといえる  ( Yan ag im ach i  
&  C han g  19 64 ,  Sh iv a j i  e t  a l .  20 07 ,  F r as e r  2 01 0)  。  ま た 、
cap ac i t a t i on により精子は受精能力を獲得すると同時に直線的な
前進運動から回転運動や 8 の字運動へとその運動性を変化させ、
激しく首を振ったり、鞭毛の屈曲角度を大きくしたりする。 こ
れは、 h yp e r ac t iv a t i o n と呼ばれ、 capac i t a t i o n を起こした精子の
判別法の一つとして利用されている。  
現在までの研究により、 cap ac i t a t i on は次のように反応が









ち、HC O 3 -や C a 2 +などのイオンの細胞膜透過性が高まり、精子内
部の pH の上昇や R OS レベルの上昇、更にはアデニル酸シクラ
ーゼの活性化による cAM P レベルの上昇が引き起こされる。 そ
の結果、 pr o t e i n  k in a s e  A ( PK A )  によりタンパク質がリン酸化さ
れ、最終的にタンパク質のチロシンリン酸化修飾が増大するこ
とによって capac i t a t i o n が誘発される。 実際に、精子内部の p H
上昇が cap ac i t a t i on に関与していることは既に示唆されており  
( Zen g  e t  a l .  1 99 6 )  、また精子細胞膜からコレステロールを脱離
する作用を持つ  - c yc l o d ex t r i n が精子の cap ac i t a t i on 誘導培地に
H C O 3
-が含まれている条件下で、cAM P 及び P K A 系を介してタン
パク質のチロシンリン酸化の増加を起こしていることも明らか
となっている  ( Vi s con t i  e t  a l .  19 99 a )  。  これらの知見から、チ
ロシンリン酸化タンパク質は cap ac i t a t i on において精子運動能力
の向上、精子 -卵子相互認識、先体反応などに関わる重要な役割
を担っていると考えられている  ( Vi s con t i  e t  a l .  19 99 b )  。  
 
1-3 ROS 産生と capacitat ion  
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前述のように、 cap ac i t a t i o n を起こすためには様々な反応
が複雑に関わっているが、近年、特に R O S 産生と機能タンパク
質のチロシンリン酸化が重要な因子ではないかと考えられてい
る  ( Vi s con t i  e t  a l .  1 9 95 ,  20 02 ,  Lec l e rc  e t  a l .  19 96 ,  Lew i s  &  Ai t k en  
2 0 01 ,  O ’ Fl ah e r t y e t  a l .  2 00 6 ,  de  Lam i r an d e  & O’ F l ah e r t y  2 00 8)  。  
ス ー パ ー オ キ シ ド ア ニ オ ン  (O 2 - )  は cap ac i t a t i o n 過 程 で
N A D (P )H オ キ シ ダ ー ゼ か ら 産 生 さ れ  ( Beda r d  & K r aus e  2 00 7 ,  
S abeu r  &  Ba l l  2 00 7 ,  d e  Lam i r an d e  & Lam oth e  20 09 )  、また一酸化
窒素  (N O )  は一酸化窒素合成酵素  ( NOS )  によって精子の頭と
鞭 毛 で 産 生 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る  ( H ou  e t  a l .  2 00 8 ,  de  
Lam i r an d e  e t  a l .  2 00 9 )  。  また、ヒトにおいては、低濃度の O 2 -  
や過酸化水素  ( H 2 O 2 )  などの R OS を精子細胞外から与えると、
cap ac i t a t i on やタンパク質のチロシンリン酸化が亢進すること、
そ し て ROS の 消 去 剤 で あ る ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ  
( S OD )  やカタラーゼ、また N OS の阻害剤である L- N A ME や L-
N MMA がそれらの反応を阻害すること が明らかに されてい る  
( d e  Lam m ir and e  & G agno n  1 99 3 a ,  b ,  Ai t k en  e t  a l .  19 96 ,  d e  
Lam i r an d e  & O ’ Fl ah e r t y 2 0 08 )  。  更に、 R OS レベルの上昇に伴
う PK A の活性化は cap ac i t a t i on 誘起 30 分後にピークを向かえ  
( Le f i ev r e  e t  a l .  200 2 )  、それに伴いタンパク質がリン酸化され、
結 果 的 に cap ac i t a t i on を 誘 導 す る こ と も 報 告 さ れ て い る  
( O 'F l ah e r t y e t  a l .  20 0 4 ,  2 00 6 )  。  これらの事実と h yp e r ac t i va t i on
やタンパク質のチロシンリン酸化が cap ac i t a t i o n 誘起 1 時間後以
降でようやく認められるようになる事  ( Lec l e r c  e t  a l .  19 96 )  を
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合わせ考えると、 R OS は cap ac i t a t i o n の初期段階の反応に関与
し、ひいてはそれに伴う h yp e r ac t i va t i o n や先体反応を誘導する
ことが示唆される。  加えて、 O 2 -がヒト精子のアデニル酸シク
ラーゼ活性を促進することで細胞内 cA MP レベルを高めること  
( Zh an g  & Zh en g  19 9 6 )  や PK A の阻害剤である H 89 が R O S によ
るチロシンリン酸化の増加や cap ac i t a t i on 反応を阻害することも
知られており、これらは R OS が cap ac i t a t i on の初期段階だけで
は な く 、 cAMP 及 び P KA 系 を 介 し て も チ ロ シ ン リ ン 酸 化 や
cap ac i t a t i on を制御していることを示唆している。   
一般的には、 R OS は細胞膜の構造や流動性に影響して精
子の形態異常や運動障害などを引き起こし、男子不妊症の一因
で あ る と 考 え ら れ て い る 。  し か し 、 一 方 で 、 上 述 の よ う に
cap ac i t a t i on を誘導するためには、R OS が適切なタイミングで産
生され、またそのレベルが適切に制御されていることが必要で
あるといえ、cap ac i t a t i on における RO S レベルの調節の重要性が
うかがえる。  
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部における cap ac i t a t i on という段階的な活性化を受けた精子だけ
が、h yp e r ac t i v a t i on 及び先体反応を起こして卵と受精することが
可能となる。  
C apac i t a t i on の詳しいメカニズムは未だ明らかにされて
いないが、 cap ac i t a t i o n に直接結びつく反応として機能タンパク
質のチロシンリン酸化と R OS 産生が特に重要であると考えられ
ている。 しかし、これまでに cap ac i t a t i o n に伴ってチロシンリ
ン酸化されるタンパク質の存在については報告があるものの、
そのリン酸化タンパク質の機能を明らかにしたものは少ない。   
本研究では、 cap ac i t a t i o n に伴いチロシンリン酸化される
タンパク質として新たに同定した a l do s e  r ed uc t as e と i s oc i t r a t e  
d eh yd r o gen as e  1  ( ID P c )  について、それらのタンパク質のチロシ
ンリン酸化が精子の c a p ac i t a t i on や精子内 R OS レベルの調節に
どのように関わっているのかを明らかにすることを目的とした。 
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3 章  Materials and Methods 
 
3 -1 実験材料  
3 - 1 -1 動物  
全ての動物実験の実施については、動物の愛護及び管理
に関する法律  (昭和 4 8 年法律第 1 05 号 )  、実験動物の飼養及び
保管並びに苦痛の軽減に関する基準  (平成 1 8 年環境省告示第 8 8
号 )  、研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針  
(平成 18 年文部科学省告示第 71 号 )  、動物の殺処分方法に関す








3 - 1 -2 試薬  
A l r es t a t i n は E nzo  Li f e  S c i en ces  ( Farm in gd a l e ,  NY,  USA )か
ら購入した。 Lys yl  end op ep t i d as e、N A DP H、DT N B、Gl u t a t h i one  
r ed u c t as e  ( GR ) ,  6 - ca rb ox y- 2 ’ , 7 ’ - d i ch lo ro d i h yd r o f l uo r es ce in  
d i ace t a t e ,  d i ace t oxym e t h yl  e s t e r  (H 2 DC FD A )は Wak o Pu re  C h emi ca l  
In d u s t r i e s  ( Os ak a ,  J apan )から購入した。  G lu t a th io ne  ( GS H )  は
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To k yo  Ch emi ca l  In d u s t r y ( To k yo ,  J ap an) か ら 購 入 し た 。  
C h l o r t e t ra c yc l i n e  ( CT C) ,  p o l yv i n yl p yr r o l id o ne  (P VP -4 0 )  ,  
p e r ox id as e - co n j u ga t ed  an t i -mo us e  IgG  an t i bo d y,  pe r ox id a s e -
co n j u ga t ed  an t i - r ab b i t  IgG ,  F r eu nd ’s  com pl e t e  ad ju v an t ,  F reun d ’s  
i n com pl e t e  ad j uv an t は Si gm a -A ld r i ch  ( Po o l e ,  Do rs e t ,  U K)から購入
した。  P ro t e in  A S eph a ro s e  4  Fas t  F lo w,  Glu t a th io n e  S ep h a ro s e  4 B  
r e s i n ,  EC L p l us ,  P re S c i s s i on  P r o t eas e は G E H ea l t h ca r e  (C h a l fo n t  S t .  
G i l e s ,  Bu ck i n ghams h i r e ,  UK )か ら 購 入 し た 。  P r o t ease  In h i b i to r  
C o ck t a i l ,  P ho sp ha ta s e  In h ib i t o r  C o ck t a i l ,  C h emi - Lu m i  O n e  L は
N aca l a i  Tesq u e  (K yo t o ,  J ap an ) か ら 購 入 し た 。  So r b i to l  






















た精巣または精巣上体各部位の内腔液を 40 0  x  g ,  5  mi n ,  2 5℃で
遠心し、ペレット  ( p p t )  を精子サンプルとして実験に用いた。 
また、上清は回収後さらに 20 ,0 00  x  g ,  10  min ,  4℃の遠心を行い、
その上清を内腔液サンプルとして実験に用いた。  
 
3 -3 精巣上体尾部精子の培養： Capacitat ion 誘起  
3 - 3 -1 精子サンプルの選択  
本研究に用いたブタは多くの哺乳動物の中でも、精子の
凍結保存法が確立できていない動物種の一つであり、ブタ精子





運 動 を 開 始 し て し ま っ て い る た め 、 精 巣 上 体 で の 精 子 成 熟 と
cap ac i t a t i on との関連が精査できなくなってしまう。  このよう
な理由から、本研究ではブタの精巣上体尾部の成熟精子を用い
て capac i t a t i o n に関する実験を行った。  
- 12 - 
 
 
3 - 3 -2 培地作成  
C apac i t a t i on を誘導させずに精子を培養する m ed ium を〝
N o n -cap  m ed i um〞とし、 K rebs  R in ger  b i ca rb on a te  bu ff e r  ( Ta rd i f  e t  
a l ,  2 00 1 )  に基づいて作製した。 その組成は、4 . 8  mM  KC l ,   1 .2  
m M K H 2 P O 4 ,   9 5  m M N aCl  ,  2  mM N a -p yr u v a t e ,   5 .5 6  mM 
g l u cos e ,  p H 7 . 4 である。 一方、capac i t a t i o n の誘導には No n - cap  
m ed iu m に 2  m M CaCl 2 ,   0 .4 % BS A,   25  mM  N aHC O 3 ,  p H 7 . 4 を
添加した培地、〝 C ap  m ed iu m〞を用いた  ( Vi s con t i  e t  a l ,  1 9 98)。 
ま た 、 a ld os e  r edu c t as e の 膜 透 過 性 の 特 異 的 阻 害 剤 で あ る
a l r es t a t i n を用いた阻害実験では、 C ap  m ed ium に適当な濃度の
a l r es t a t i n を加えた。  
 
3 - 3 -3 精子の培養  
精巣上体尾部より採取した精子に No n - cap  med i um 或いは、
C ap  m ed iu m を各々加え、 40 0  x  g ,  5  m in ,  2 5℃で 2 回遠心し、精子
を 洗 浄 し た 。  洗 浄 し た 精 子 に そ れ ぞ れ の m edium を 加 え  
( 5 ×10 6  c e l l s / ml )、37℃、5% CO 2 の条件下で 3 時間培養した。 こ
の時、 No n -cap  m ed iu m で培養した精子を "N on - cap  sp e rm "、 C ap  
m ed iu m で培養した精子を "Cap  sp e rm "と定義した。 培養後、顕
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氷冷した尾部精子 20   l を 3 7℃の m ediu m ( N o n - cap  m ed iu m +  20  
m M N aH CO 3  )  1  m l に加え  (5 ×10 6  c e l l s /m l )   3 分間平衡化した
後、顕微鏡で精子を観察し、各視野で前進運動性を示す精子の割
合  ( %)  を測定した。  
 
 
3-4 Capaci tat ion の判定  
3 - 4 -1 Ch lo r t e tracy c l in e  ( CT C )  染色  
C TC 染色は Wan g e t  a l .  (1 99 5 )  の方法に基づいて行った。
3 9 6   l の精子懸濁液  (5 ×10 6  c e l l s /m l )  に 4   l  Ho ech s t  so lu t io n  
( 1 00  g  H o echs t  b i s - b enz imi d e  3 32 58 /m BO medi um[ 11 2 . 0  m M NaCl ,  
4 . 02m M KCl ,  2 .2 5  m M C aCl 2 ,  0 .8 3  mM  N aH 2 P O 4 ,  0 .5 2  m M M gCl 2 ,  
3 7 .0  m M  N aHC O 3 ,  1 3 .9  m M  gl u co s e ,  1 . 2 5  mM  s od iu m p yr u v a t e ] )  を
加え、v o r t ex 後、暗所で 3 分間 i n cub a t io n した。 その後、精子
懸濁液を 4  ml  3 %  P VP -4 0 /P BS  (S i gma)  の上に重層し、 50 0  x  g ,  6  
m in ,  4℃で遠心した。  遠心後の pp t に m BO medi um を 5 0   l 加
え再懸濁した。  続いて、懸濁液 45   l に C TC  s o l u t io n  ( 7 50  M 
C TC ,  5  mM c ys t e ine ,  1 30  mM N aCl ,  20  mM  Tr i s ,  p H 7 .8 )  を 45   l
と 12 .5 %  p a r a fo rma l d eh yd e / 0 . 5  mM Tr i s - HC l ,  p H  7 . 4 を 8   l 加え
よく混和した。 このサンプルを蛍光顕微鏡で観察し、以下の 3
つの染色パターンを示す精子の割合  (% )  を算出し、 B p a t t e rn  
の精子を capac i t a t ed  s p e rm とした  (F i g .  1 a )  。  
F  p a t t e r n  ( N o n - cap  s p e rm )  :  精子の頭全体が染まる。  
B  p a t t e r n  (C ap  sp e rm )  :  po s t - ac r os om al  reg i o n の蛍光が帯状に欠落
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する。  
A R ( ac ro so me  r eac t ed  sp e rm )  :  精子の頭全体の蛍光が弱くなる。 
 
3 - 4 -2 運動性の測定  
C apac i t a t i o n 誘起前後の精子を顕微鏡で観察し、各視野で
前進運動性を示す精子の内、h yp e r ac t i v a t i o n を起こしている精子
の割合 ( %)を測定した。  
H yp e r ac t iv a t io n の判定は com put e r - as s i s t ed  sp e rm  an a lys i s  
( C AS A)  s ys t em  (HT M -C ER OS;  Hami l t on  Th o rn e  R esea r ch ,  Bev e r l y,  
M A ,  USA )  を用いて曲線速度： cu r v i l i n ea r  v e lo c i t y  ( V C L;  m /s ) ,  
直線速度： s t ra i gh t - l i n e  v e l o c i t y  ( V SL;  m / s ) ,  平均速度： av e r age  
p a th  v e lo c i t y  ( VAP;  m /s ) ,  直 進 性 ： l i n ea r i t y  o f  t h e  cu rv i l i n ea r  
t r a j e c t o r y ( LIN ;  VSL x  10 0 / VC L) ,  直線性： s t ra i gh t ne ss  ( ST R;  VS L 
x  10 0 / VAP ) ,  頭 部 振 幅 ： amp l i t ud e  o f  l a t e r a l  h ead  d i s p l acem en t  
( A LH ;  m ) ,  頭部振幅数 b ea t  c ro s s - f r eq u en cy ( BC F;  Hz )  の各運動
パラメーターを算出し、またその精子の軌跡を解析した。 更に
は、鞭毛の動きを精査するために、精子の運動を Ni kon - N Y- D 5100  
S up e r  S ys t em (M i cr o s co p e  N et wo rk ,  S a i t am a ,  J ap an )  で記録し、
S chmi d t  &  K am p ( 2 00 4 )  の 方 法 に 基 づ き 、 f l age l l a r  b ea t  an g l e  
( FBA )  と f l age l l a r  cu rv a tu r e  r a t i o  ( FCR )  の測定を行った。  一
定時間に左右に振れた鞭毛に頭と中片部の接合部から接線を引
きその角度を FBA とした。  一方、 FCR は頭と中片部の接合部
から最初の変曲点に向かって直線を引き、その直線距離を x と
し、また変曲点までの鞭毛の実測長を y とした時の x  /  y の値と





3 -5 精子タンパク質の抽出  
精子  (2 .5  x  10 7  c e l l s / 5  ml  o f  2 0  m M Tr i s -HC l ,  2 . 5 % p r o t ea s e  
i nh ib i to r  co ck t a i l ,  0 . 25 % ph os ph a ta s e  i nh ib i to r  co ck t a i l ,  p H  7 .4  wi t h  
o r  w i th ou t  1 % Tr i t on  X - 10 0)  を s on i ca t io n により破砕した後、
1 0 5 , 00 0  x  g ,  60  mi n ,  4℃で超遠心し、上清をサンプルとした。 こ
の時 s on i ca t io n  bu ff e r として、 20  m M  Tr i s - HCl ,  2 .5%  p r o t eas e  
i nh ib i to r  co ck t a i l ,  0 . 25 % ph os ph a ta s e  i nh ib i to r  co ck t a i l ,  p H  7 .4  wi t h  
1 %  Tr i t on  X -1 00 を用いたものを ” wh ol e  sp e rm  ex t r ac t ”とし、 20  
m M  Tr i s - HCl ,  2 .5%  p r o t eas e  i nh ib i to r  co ck t a i l ,  0 . 25 % p h osp h a t as e  
i nh ib i to r  co ck t a i l ,  p H 7 . 4 を用いたものを ”s o l ub l e  f r a c t io n ”とした。 
ま た 、 so lu b l e  f r ac t i o n 回 収 後 の 精 子 を 2 0  mM  Tr i s -H Cl ,  2 .5 % 
p r o t eas e  i nh ib i to r  co ck t a i l ,  0 .2 5 %  p ho sp h a t as e  i nh ib i to r  co ck t a i l ,  
p H 7 . 4  wi t h  1 % Tr i to n  X - 10 0 に再懸濁し、 s on i ca t i on 後、超遠心
した上清を ”p a r t i cu l a t e  f r a c t i on ”とした。  
また、 O k am ur a  &  S u gi t a .  ( 19 83 )  の方法に基づき、ショ糖
密 度 勾 配 遠 心 法 に よ る 精 子 分 画 を 行 っ た 。  20  m l  の 1 . 3  M 
s u c ro se  –  0 . 15  M N aC l の上に i n cu ba t i o n 後の精子 10  m l を重層
し、 12 ,1 00  x  g ,  70  m in ,  4℃で遠心し、遠心後の p p t を P BS で 2 回
洗浄した。  洗浄後の精子を 10  m l  5  m M H EPE S,  p H  7 . 0 に再懸
濁し so n i ca t i on した。  Son i ca t i on 後の懸濁液を 10  ml  2 .0  M 
s u c ro se  -  0 . 15  M  NaCl、 10  ml  1 .7  M  s u c ro se  -  0 . 15  M  NaCl、 8  ml  
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1 . 3  M  s u cr os e  -  0 . 15  M  NaCl の su c r ose  不連続密度勾配上に重層
し、 10 0 , 00 0  x  g ,  18 0  min ,  4℃  ( Beckm an  SW 28  r o t o r )で超遠心し
た。  遠心後、最上層を c yt o so l  f r ac t i on、 c yt o s o l  f r a c t io n と 1 .3  
M  su c r os e の境界、そして 1 . 3  M suc r o s e と 1 . 7  M su cr o s e の境界
のものを memb r ane  f r ac t i on、 1 . 7  M su c r os e と 2 .0  M  suc r o s e の境
界のものを f l age l l a r  f r a c t io n、 p p t を h ead  f r ac t ion として回収し
た。  M emb r an e、 f l age l l a r、 h ead  f r ac t i on は回収後、抽出 bu ff e r  
( 1 %  Tr i t i o n - X  1 00 ,  2 0  mM  Tr i s - HCl ,  2 .5 %  p r o t eas e  i nh i b i t o r  
co ck t a i l ,  0 . 25 % pho sp h a t as e  in h i b i t o r  cock t a i l ,  p H 7 .4 )  に再懸濁
し、 so n i ca t io n 後、 10 0 ,0 00  x  g ,  3 5  m in ,  4℃の超遠心を行い、上清
をサンプルとして実験に用いた。  
 
3-6 二次元電気泳動法  
調 製 し た サ ン プ ル  ( 11 9   l  タ ン パ ク 質 抽 出 液 ,  1 .6  m g 
D TT,  110 .5  m g U r ea ,  0 .5   l  B io - Lyt e  3 /1 0  Amp ho l yt e  [ BIO - R A D] ,  1  
 l  BP B so l u t io n )を二次元電気泳動装置に各レーン 15 0   l ずつ入
れ、 R ead yS t r ip T M  IP G  S t r ip s  ( BIO - R A D ,  7  cm ,  p H 3 -1 0)  を上に重
ね、室温で 6 0  mi n  静置し、s t r i p にサンプルを吸着させた。 そ
の後、乾燥を防ぐために 80 0   l  m ine r a l  o i l を重層し、等電点電
気泳動装置  ( B IO - R A D,  PRO T EA N IE F  C e l l )  で泳動を行った。  
等電点電気泳動後、 s t r i p を b u ff e r  I  ( 3 .6  g  U r ea ,  2  ml  1 0 % S DS,  
2 . 5  ml  1 . 5  M  Tr i s -H Cl  pH  8 .8 ,  2 .7  ml  75 % g l yce r o l ,  400  m g D TT )  
で 10  mi n 平衡化し、更に bu ff e r  I I  ( 3 .6  g  Ur ea ,  2  m l  10 %  S DS,  2 .5  
m l  1 .5  M Tr i s - HCl  p H 8 . 8 ,  2 . 7  m l  7 5 % g l yce r o l ,  25 0  m g 
- 17 - 
 
Io d o a ce t am id e )  で 10  m i n 平衡化した。  その後、実験に最適な
濃度のポリアクリルアミドゲルに調製した s t r i p を乗せ、電気泳
動を行った。  
 
3 -7 MALDI-TOF-MS によるタンパク質の同定  
C apac i t a t i on に伴いチロシンリン酸化レベルが変化した
タンパク質を 2 -DE により分離しゲルから切り出した。 切り出
したゲルに 10 0 % ace to n i t r i l e  ( A CN )  を 10 0   l 加え、 56℃ ,  1 0  m i n
恒温槽で撹拌しゲルの脱水収縮を行った。 その後、溶媒を取り
除き、遠心乾燥を行った。 続いて、還元溶液  ( 10  mM  D TT,  1 00  
m M NH 4 HC O 3 )  を 1 0 0   l 加え、56℃ ,  1  h 反応させた。 還元後、
溶媒を取り除きアルキル化溶液  ( 5 5  m M  IC H 2 C O NH 2 ,  10 0  mM 
N H 4 HC O 3 )  を 1 00   l 加え、遮光状態で 15  mi n 攪拌した。  その
後、ゲルを 10 0  mM  N H 4 HCO 3 と ACN の中で交互に撹拌すること
で D T T と IC H 2 CO N H 2 の除去を行い、除去後に遠心乾燥を行っ
た 。  次 に 乾 燥 し た ゲ ル に 消 化 溶 液  ( 0 .0 1  g / l  Lys yl  
en do p ep t id a s e  [ Wak o]  ,  10 0  m M  Tr i s -H Cl ,  pH  9 .0 )  を加え、ゲルを
膨潤しつつ on  i c e で 45  mi n 静置した。  その後、溶液を取り除
き、新たに乾燥防止用に Lys yl  en d op ep t i d as e を除いた溶液  (1 00  
m M Tr i s -H Cl ,  p H 9 . 0 )  を 1 00   l 加え、 37℃ ,  2 0 時間反応を行っ
た。  反応終了後、 25m M NH 4 HC O 3 溶液をゲルがつかる程度加
え、 15  mi n 攪拌した。  その後、さらに等量の AC N を加えても
う一度 15  m in 攪拌し、上清を回収した。  溶液を回収した後、
5 %  Tr i f l uo ro ace t i c  a c i d  ( T FA ) /5 0%  AC N をゲルがつかる程度加え
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1 5  min 攪拌し、上清を回収した。  この操作を 2 回繰り返した
後、回収したすべての上清をまとめ、減圧濃縮遠心機  で 1 0   l
程度になるまで濃縮した。  濃縮後、 0 . 1%  TFA を加えて 10 0   l
にし、再度、減圧濃縮遠心機にて 10   l 程度になるまで濃縮した。 
続いて、ペプチド抽出を Zi p Ti pC 18 ピペットチップ  (M i l l i p o r e )  
を用いて行った。  まず Zi p Ti pC18 を膨潤させるために、 0 . 1% 
T FA/ 50 % AC N を吸引、排出する操作を 3 回繰り返した。次に、
0 . 1%  TFA を吸引、排出を 5 回行うことで Zi p Ti pC1 8 の平衡化を
行った。  その後、サンプルの吸引、排出を 30 回繰り返し、
Zi p TipC 1 8 にペプチドを吸着させた。  吸着後、 Zip Ti pC 18 の洗
浄・脱塩のために 0 . 1% T FA を 5 回吸引、排出した。  最終的に
は 0 . 1%  T FA/5 0 % A C N を用いて洗浄した Zi p Tip C1 8 からペプチ
ドを溶出し、サンプルプレートに乗せ、サンプルが乾燥した後
に、マトリクス溶液を 0 .5   l 添加し測定を行った。  得られた
データを M as co t  s ea r ch  p ro gr am (M at r ix  S c i en ce ,  Lo n d on ,  U K )  を
用いてデータベース検索を行い、タンパク質の同定を行った。  
 
3-8 組換え aldose  reductase、及び IDPc の作製  
3 - 8 -1 t o ta l  RN A の抽出  
ブタ精巣組織を 0 .1  g  採取し、 IS O G E N ( N IP P ON  G EN E)  
を 1  m l 加え P ol yt r on  ( K IN E M AT IC A )  にてホモジナイズを行っ
た。  室温で 5 分間静置した後、クロロホルムを 0 .2  ml 加えて
1 5 秒間振とうを行い、3 分間室温で静置した。 その後、12 ,0 00  
x  g ,  5  mi n ,  4℃で遠心を行った。  遠心後の上清に 0 . 5  m l  のイソ
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プロパノールを加え、室温で 1 0 分間静置し 12 ,0 00  x  g ,  20  mi n ,  
4℃で遠心を行った。  遠心後の pp t を 1  m l の 7 0 %  E t OH でリン
スを行った後風乾し、 10 0   l の D EPC に溶解した。  抽出した
R N A の濃度は N ano  D ro p  ( N an o  D r op  Techn o l o gi e s )  を用いて測
定した。  
 
3 - 8 -2 RT- PC R による目的断片の増幅  
S up e r  S c r ip t  I I I  F i r s t -S t rand  ( i nv i t rogen )  を用いて逆転写
反応を行い、cD N A を合成した。 Tota l  RN A 1  g、o l i go  d T p r im e r、
d N TP を混合し、 65℃、 5 分間インキュベートし、さらに氷上に
1 分間静置した。 ここに cD N A 合成 mix tu r e  ( 2 l  1 0  x  RT Bu ff e r,  
4 l  2 5m M M gCl 2 ,  2 l  0 . 1  M  D TT,  1 l  R N as e  O UT,  1 l  S up e r  S c r i p t )
を加え、 50℃ -5  min、 5 5℃ - 15  mi n、 85℃ - 5  m in インキュベートを
行った。  その後、 R Nas e  H を 1   l  加え、 3 7℃ - 20  min インキュ
ベートを行った。 合成した cDN A を鋳型として PCR を行った。  
p r im er は a l do s e  r ed u c t as e  ( a cce ss i on  n o .  A K3 98 7 24 ;  F i g .  2 )  に対
す る も の は 、  ( f o rw a r d :  5 ' -
G T GC TC TA CAC CG G ATCC A AG AT GCC CATC -3 ' ,   r ev e r se :  5 ' -
A G GC AC A GA CCCT C GA G TTC CT GT TG TA GC -3 ' )  で行い、インサ
ー ト の 長 さ は 886  b p と な っ た 。  一 方 、 ID P c  ( a cce s s io n  no .  
A BD 7 72 26 .1  ;  F ig .  3 )  に 対 す る も の は 、 ( fo r w a r d :  5 ' -
T G G AA CT G GATCT G CAC A GC TA CG -3 ' ,   r ev e rs e :  5 ' -
C TCC T GTC CT TTCT G G GA CAT TT G -3 ' )  で行い、インサートの長
さは 86 8  b p となった。  PC R には TAK AR A Ex Taq   (TA K ARA )  
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を用い、 PC R 反応条件は、 94℃ -  4  m in、［  9 4℃ - 30  s ec、 5 8℃ -30  
s ec、 72℃ -2  m in  ］を 2 8 サイクル、 72℃ -7  mi n で行った。  
 
3 - 8 -3 制限酵素処理  
目的断片を P CR により増幅後、 a ld os e  r edu c t a s e は Bam H 
1 と Xh o  I で、 ID P c は E coR I と S al  I で制限酵素処理を行った。 
また、 pG E X  6 p - 2  v ec to r  (G E  Hea l th ca r e )  もそれぞれと同様の酵
素で制限酵素処理をした。  
 
3 - 8 -4 ゲルの切り出しと精製  
制限酵素処理後の a l do s e  r edu c t a se 或いは ID P c と、 pG EX 
6 p -2  v ec to r を 1  % aga r os e  ge l で電気泳動後、M up id -S TA IN  e ye  
( A D VANCE )  を用い aga r o se  ge l を染色し目的断片を切り出した。 
切り出したゲルの精製には i l l u s t r a  G FX  PC R DN A and  G el  Band  
P ur i f i c a t i on  ( G E Hea l t h car e )  を用いた。  
 
3 - 8 -5 l i ga t i on と t ran s f o rma t i on  
p G E X 6p - 2  v ec to r と精製した遺伝子を 3  :  1  になるように
混合し、 DN A Li ga t io n  Ki t  Ve r.  2 . 1  ( TA K AR A )  を用い 16℃、 ov er  
n i gh t で l i ga t i on を行った。  凍結状態にある大腸菌 DH 5コン
ピテントセルを氷上で自然解凍させた。  10   l の l i ga t i o n 反応
後の溶液を 10 0   l のコンピテントセルに加え、攪拌せず氷上で
3 0 分間静置した。  その後、 42℃ ,  45  s ec ヒートショックを加え
た後に急冷し、全量を LB +  amp i c i l l i n  ( LB +  amp )プレートへ添
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加し 3 7℃で培養を行った。  培養後のプレートからコロニーを
採取し p l as mid  DN A を回収した。  回収した p l as mid  D N A をシ
ークエンスにかけ、目的断片が挿入されている菌体を選抜した。 
 
3 - 8 -6 I PT G によるタンパク質の発現誘導  
シングルコロニーをピックアップし、 50  ml  の LB +  am p
液体培地に植菌して 37℃、ov e r  n i gh t で振とうしながら前培養を
行った。  前培養をした培養液を 15 0  ml の LB +  amp 液体培地
に加え、 37℃で 1 時間振とう培養を行った。  1 時間後に IP T G
を最終濃度で 10 0  M  になるよう加え、 25℃で 8 時間培養を行
った。培養終了後、遠心により集菌作業を行った。  
 
3 - 8 -7 GST 融合組換えタンパク質の精製  
集菌後のペレットに P BS を 1 0  m l  加え、 s on i ca t i on を行
った。So n i ca t io n 後、1 ,2 00  x  g ,  30  mi n ,  4℃で遠心し、上清を 0 .45  
m のフィルターに通した。  0 . 45  m のフィルターを通過した
溶 液 を あ ら か じ め P BS で 平 衡 化 し て お い た Gl u t a t h i on e  
S eph a ro s e  4 B  r e s i n  ( GE H ea l th ca r e )  に加え、 4℃、 o ve r  n i gh t で転
倒混和を行った。 その後、1 ,2 00  x  g ,  15  min ,  4℃で遠心を行い、
r e s i n のみを回収し、 P BS で 5 回洗浄した。  洗浄後の r es i n に
P BS を 2 00   l 加え、そこに GS T タグを切断する制限プロテアー
ゼである P r ec i s s i on  (G E H ea l t h ca r e )  を加え、 4℃、 o ve r  n i gh t で
転倒混和を行った。  最後に、 1 , 200  x  g ,  15  mi n ,  4℃で遠心を行
い、上清を組換え a l do s e  r ed u c t ase または組換え ID P c として回




3-9 抗体作製  
3 - 9 -1 ウサギへの免疫作業  
組換えタンパク質を抗原としブタ a ld os e  r edu c t a s e、 ID P c
に対する抗体を作製した。 組換えタンパク質 20 0  g を Fr eu d ’s  
co mpl e t e  ad ju v an t  ( S i gm a )  と混合し、エマルジョンを作製した。 
このエマルジョンを初回免疫として雌の J ap an es e  Whi t e 種ウサ
ギ の 背 中 の 皮 下 へ 注 射 し た 。  追 加 免 疫 は 4 00  g の 抗 原 を
Fr eu d ’s  i n co mpl e t e  ad j uv an t  (S i gm a)  と混合してエマルジョンを
作製し、初回免疫から 14 日目、 21 日目、 28 日目、 35 日目、 42
日目に行った。  
 
3 - 9 -2 抗血清の調製  
最終抗原投与から 4 日後にウサギの耳の静脈から血液を
5 0 ~1 00  ml 採取した。  採取した血液を 3 7℃、 1 時間静置した。 
保温後 4℃で o v e r  n i gh t 静置した。  翌日 80 0  x  g ,  3 0  mi n ,  4℃で
遠心を行い、上清を抗血清とした。 抗血清は最終濃度で 0 . 01  % 
( w /v )となるようチメローサル  (S igm a )  を加え、 -2 0℃に保存し
た。  
 
3-10 Western blot  
3 - 10 - 1 SDS - PA GE  
抽出タンパク質に、 3  x  SDS  S am pl e  Bu ff e r  (最終濃度 62 .5  
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m M Tr i s -H Cl ,  pH  6 . 8 ,  2 5 % g l yce r o l  [ w/v ] ,  2 %  SD S [ w/ v ] ,  0 .0 1% 
BP B [ w/v ] ,  5 %  -me r cap t o e th ano l  [ v /v ] )  を加えて 5 分間ボイルし
たものを縦 6  cm ×横 9  cm ×厚さ 1  mm の 1 0 % S DS ポリアクリルア
ミドゲルにアプライし、2 00  V 定電圧により泳動した。 泳動タ
ン パ ク 質 の 検 出 は 、 ゲ ル を C BB 溶 液  (0 .2 5 % C BB [ w/ v ] ,  5% 
M eO H  [ v / v ] ,  7 . 5%  C H 3 C OO H  [ v /v ] )  につけ 3 0 分間振とう後、脱
色液  (2 5 % M eO H [ v /v ] ,  7 .5 % C H 3 C OO H  [ v / v ] )  でバンドが適度に
見えるまで脱色して行った。  
 
3 - 10 - 2 blo t t ing  
ゲル中のタンパク質の転写は、セミドライブロッティン
グ装置  (AT TO)  で、1 0%  M eOH、1%  C APS を転写 b uff e r  ( T B)  と
して用いて行った。  P or e  s i z e  0 .4 5  m の P V D F 膜  (A m ers ham 
H yb o n d T M -P,  G E Hea l t h car e )  を 10 0%  M eO H に数秒浸けた後、 T B
に 3  M M Wh a tm an 濾紙と共に浸け平衡化した。  電気泳動終了
後のゲルは T B 中で 10 分間振とうして平衡化した。  ブロッテ
ィング装置の陽極から濾紙 3 枚、PVD F 膜、ゲル、濾紙 3 枚の順
に重ね、余分な TB を吸い取った後、 1 番上の濾紙に T B を少量
かけた。 転写は、1  m A/ cm 2 で 9 0 分間行った。 転写終了後の
P V D F 膜 を Po n ceau  S  ( 0 . 1%  P on ceau   [ w/ v ] ,  1 % C H 3 C OO H  
[ v /v ] )  に 5 分間浸した後、直ちに Di s t i l l ed  Wa te r  ( DW )で P V D F
膜を洗浄し、適度な染色状態にしてタンパク質の転写効率の確
認をすると共に 18  G の注射針で分子量マーカーの部分に穴を開
けた。その後さらに DW で洗浄を行い、 P on ceau  S を落とした。 
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3 - 10 - 3 i mmun od et ec t ion  
P V D F 膜を 4℃、o ve r  n i gh t でブロッキング後、下記で述べ
る洗浄液で P V D F 膜を 5  m in  x  2 回洗浄した。  洗浄後、 P V D F
膜を１次抗体に浸け、 3 7℃、60  mi n 反応させた。  1 次抗体反応
後、 P V D F 膜を洗浄液で 10  m in  x  4 回洗浄した。  続いて、 2 次
抗体を 37℃ ,  6 0  min 反応させた。  2 次抗体反応後、 P V D F 膜を
洗 浄 液 で 1 0  m in  x  4 回 洗 浄 し た 。  検 出 は 、 ECL p l u s  ( GE 
H ea l t hca r e )  または、 C h emi - Lu m i  On e  L ( N aca l a i  Tesqu e )  を用い
て行った。 チロシンリン酸化タンパク質を検出する実験では、
3 %  BS A/ T BS  (1 0  m M Tr i s -H Cl  [ p H7 . 4 ] ,  1 00  m M N aCl )  でブロッ
キングを行い、洗浄液・抗体希釈液には  T BS T (0 .1 % Tw een2 0  in  
T BS )  を用いた。 一方、それ以外の場合には、 3 % スキムミル
ク /P BS で ブ ロ ッ キ ン グ を 行 い 、 洗 浄 液 及 び 抗 体 希 釈 液 に は  
P BS T (0 .1 %  Tw een2 0  in  P BS )  を用いた。  抗体濃度は実験毎に
最適な濃度を選択した。  
 
3-11 Immunoprecipi ta t ion  
精子タンパク質抽出液 5 00   l  ( 1  mg  p r o t e i n )  に 20  mM 
Tr i s - HC l ,  pH  7 .4 で平衡化した P r o te i n  A re s i n を 10   l 加え 4℃ ,  
6 0  mi n 反応させた。  反応後、 25 00  x  g ,  1 0  min ,  4℃で遠心し上
清を回収した。 回収した上清 45 0   l に p r e - i mmu n e 血清または
an t i -A R 血清を 50   l 加え、 4℃ ,  12 0  m in 反応させた。  続いて、
P ro t e in  A r es i n を 2 0   l 加え、更に 9 0  mi n 反応させた。  その
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後、反応後の r e s in を回収し、洗浄液  (0 .1 % Tr i to n -X 10 0  i n  20  
m M Tr i s - HCl  ,  pH  7 . 4 )  で 3 回遠心洗浄し、洗浄後の r es in をサン
プルとした。  
 
3-12 免疫組織染色  
3 - 12 - 1 組織の固定 -標本作製  
ブタ精巣、精巣上体頭部、精巣上体体部、精巣上体尾部か
ら組織を採取し、ブアン固定液  (水飽和ピクリン酸：ホルマリ
ン：酢酸＝ 1 5：5：1 )  に浸け、o v e r  n igh t 振とうした。 その後、
E t O H により脱水後パラフィンに包埋した。 包埋した組織をミ
クロトームを用いて、厚さ 4  m に薄切後、スライドガラス上へ
伸展して組織標本とした。  
 
3 - 12 - 2 免疫組織染色  
免疫組織染色には V ECTAS TA IN  A BC  k i t  ( FUN A KO S H I)  
を用いた。組織標本を脱パラフィン後蒸留水で 5  mi n 洗浄した。 
内在性ペルオキシダーゼ活性の除去を 3 % H 2 O 2、5 分間処理する
ことで行い、 P BS で 3 分間洗浄を行った。  その後、 k i t に付属
しているブロッキング試薬にてブロッキング操作を 20 分間行っ
た。  反応終了後、ブロッキング液を吸い取り、 P BS で 30 0 0 倍
に希釈した抗 a l dos e  r edu c t a s e 血清を組織標本に滴下し、 30  m in
反応させた。 P BS で 5  min  x  3 回洗浄を行った後、k i t 付属のビ
オチン標識二次抗体を滴下し、 30  mi n 反応させた。  その後、
P BS で 5  mi n  x  3 回洗浄を行い、 ABC 試薬を滴下して、 30  mi n 反
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応させた。  反応後、 P BS で 5  m in  x  3 回洗浄を行い、基質であ
る D A B を添加し、適度な反応が認められ次第蒸留水で洗浄し、
反応を止めた。 また、n ega t i v e  co n t r o l として、あらかじめ組換
え a l do s e  r ed u c t ase と抗ブタ a ld os e  r ed u c t as e 抗血清を重量比で
5  :  1 で混合し、 4℃、 o v e r  n i gh t で反応させた中和抗体を 1 次抗
体として用いた。  
 
3 - 12 - 3 対比染色・封入  
免疫染色後、対比染色を行った。 スライドガラスをヘマ
トキシリン溶液につけ 5  m in 静置し、その後流水で洗浄した。  
脱水後、透徹し非水溶系封入剤ビオライトで封入した。  
 
3 - 12 - 4 精子の免疫染色  
培養後の精子懸濁液  (5  x  1 0 7  c e l l s / 1  ml  o f  N on - cap  o r  C ap  
m ed iu m )  を PBS で遠心洗浄後、  4%  パラホルムアルデヒドに
よる固定、 3%  H 2 O 2 /P BS による内在性のペルオキシダーゼの除
去を行い、続けて、P BS で洗浄後、3 % BSA /P BS でブロッキング
を 1 時間行った。  反応終了後、ブロッキング液を取り除き、
P BS で 100 倍に希釈した一次抗体を室温で 2 時間反応させた。  
その後、 P BS で 5  m in  x  3 回遠心洗浄を行った後、 P BS で 2 50 倍
に希釈した二次抗体を室温で 3 0 分間反応させた。 反応終了後
の精子懸濁液を PBS で洗浄し、スライドガラスに滴下し、共焦
点レーザー顕微鏡  ( O l ym p u s )  で観察を行った。  
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3-13 Aldose reductase の活性測定  
3 - 13 - 1 サンプル調製  
精子  (2 .5  x  1 0 7  c e l l s / 5  m l  o f  2 0  mM Tr i s - HC l ,  p H 7 . 4  wi th  
o r  w i th ou t  1 % Tr i t on  X - 10 0)  を s on i ca t io n により破砕した後、
1 0 5 , 00 0  x  g ,  60  mi n ,  4℃で超遠心し、上清をサンプルとした。 こ
の時 so n i ca t i on  buff e r として、 2 0  mM  Tr i s - HC l ,  p H  7 .4  wi th  1% 
Tr i t on  X -1 00 を用いたものを ” wh ol e  s p er m ex t r ac t ”とし、 20  mM 
Tr i s - HC l ,  p H 7 .4 を用いたものを ”so lu b l e  f r a c t i on ”とした。  ま
た、 s o l ub le  f r a c t i on 回収後の精子を 2 0  m M Tr i s - HCl ,  pH  7 .4  wi th  
1 % Tr i to n  X -1 00 に 再 懸 濁 し 、 son ica t i o n 後 、 超 遠心 し た 上 清
を ”p a r t i cu l a t e  f ra c t io n”とした。  
 
3 - 13 - 2 活性測定  
A l dos e  r ed u c t as e の活性測定は、 K ad o r  e t  a l .  (1 98 0)  の方
法に基づいて行い、 反応により消費される N AD P H 量を分光光
度計  ( Gen e  S pec  I I I )  を用いて、 340  n m の吸光度変化として測
定した。 即ち、精子抽出タンパク質 20 0   l を 0 .1 5  mM  N A DP H,   
1 2 0  mM  リ ン 酸 Bu ffe r,  p H  6 .2 に 加 え 、 測 定 直 前 に D L-
g l yce r a l d eh yd e を最終濃度で 1 0  mM になるように入れ、 t o t a l  
v o l um e を 1  m l とし、20℃ ,  1 0  m in の吸光度変化を記録した。 ま
た n ega t iv e  con t r o l として、試料の代わりに DW を入れたものを
測定した。  
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3-14 グルタチオン  (GSH) 測定  
3 - 14 - 1 サンプル、 St and ard の調製  
C apac i t a t i on 誘導前後の洗浄した精子  ( 5 . 3 ×1 0 7  c e l l s )  に
5 % スルホサリチル酸を 5 00   l ずつ加え so n i ca t io n を行った。  
その後、 10 0 , 00 0  x  g ,  3 5  mi n ,  4℃で遠心し上清を回収しサンプル
とした。 80 0  M G S H を 1 . 3% スルホサリチル酸 / 10  m M HCl で
希釈し、グルタチオン定量用 s t an d ar d とした  ( 0 . 5～ 80  M ) 。  
 
3 - 14 - 2 GS H 測定  
G S H の測定は Vand epu t t e  e t  a l .  (1 994 )  の方法に基づき、
Tot a l  Gl u t a t h io n e  Q u an t i f i c a t i on  k i t  ( D o j i nd o  La b o r a to r i es ,  
K u mamot o ,  J ap an )  を用いて行った。    
調製した b l an k ,  s t an d a rd ,  サンプル  2 0   l に 20 0   l  m ix tu re  
( 1  m M DT N B,  0 . 34  mM  N A DP H,  1 04  m M N aH 2 PO 4 ,  4 . 6  m M E DTA,  
p H ,  7 .4 )を加え、 20℃ ,  10  m in  in cub a t i o n した。  その後、GR (1 .2  
IU / ml )を 40   l ずつ加え、 10 分後の 41 2  nm における吸光度をマ
イクロプレートリーダー (Va r i os k an ,  T h e rm o Fi sh e r )により測定し
た。  
 
3-15 ROS の測定  
R OS の測定は、 Aw d a  e t  a l .  (2 00 9 )  の方法に基づいて行っ
た。cap ac i t a t i o n 誘導の i n cu b a t i o n 終了 3 0 分前に、精子培養液に
R OS 蛍 光 試 薬  ( 6 - ca r box y- 2 ’ , 7 ’ - d i ch lo r od i h yd r o f lu o r e s ce in  
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D i ace t a t e ,  D i ace tox ym e t h yl  E s t e r [ Wak o] )  を最終濃度が 50  M に
なるように加えた。 In cu b a t i on を終えた精子を N on- cap  med i um
で 40 0  x  g ,  5  mi n ,  4℃で 2 回遠心洗浄した。  その後、蛍光顕微
鏡により 49 0  n m の蛍光を観察した。 また、観察後、9 6 穴プレ
ートに精子を 10 0   l ずつ分注してマイクロプレートリーダー
( Va r i os k an ,  T h er mo  Fi sh e r,  Yok oh ama ,  J ap an )  にて 49 0  nm の蛍光
を測定し、 R OS を定量した。  
 
3-16 IDPc の活性測定  
3 - 16 - 1 サンプル調製  
培養後の精子  (1 .0  x  10 9  c e l l s / 5  ml  D W) を凍結‐融解後、
s on i ca t i on により破砕し、 1 05 ,0 00  x  g ,  30  min ,  4℃で超遠心し、上
清を I D P c 画分とした。  
 
3 - 16 - 2 活性測定  
ID P c の活性測定は C o rd ob a  e t  a l .  (2 0 05 )  の方法に基づい
て行い、 反応により 生成される N A DP H 量を分光光度計  ( UV 
m in i  1 24 0 ,  S H IM A D ZU )  を 用 い て 測 定 し た 。  即 ち 、 90 0   l  
r e ac t i on  bu ff e r  ( 70  m M Tr i s -H Cl ,  8  mM  M gCl 2 ,  1  m M M nCl 2 ,  20  mM 
c i t r i c  a c i d ,  1 . 2  mM D L - i s o c i t r i c  a c id ,  0 . 5  mM  NA DP,  p H  7 . 5 )  に、
測定直前に精子 ID P c 画分を 1 00   l  ( 2  x  1 0 7  c e l l s )  加え、 t o t a l  
v o l um e を 1  ml とし、反応開始後、 3 7℃で 0  mi n と 5  m in の吸光
度  (3 40  nm )  を測定し、5 分間の吸光度変化から活性を算出した。 
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3-17 精子内の NADPH 量の測定  
3 - 17 - 1 サンプル調製  
精子内 N AD P H 量の測定は、 Enz yC hr o m T M  N ADP + /N AD PH 
A s sa y K i t  ( Bi o Assa y S ys t em s )  を用いて行った。  培養後の精子  
( 1 .2 5  x  1 0 8  c e l l s )  を P BS で 2 回遠心洗浄した。  洗浄後の pp t
に 10 0   l  N AD PH  ex t rac t io n  Bu ff e r を加え、 60℃ ,  10  mi n 反応させ
た。  その後更に、 20  ml  Ass a y Bu ff e r と 10 0  ml  NA D P ex t r ac t io n  
Bu ff e r を加えて中和し、 Vo r t ex 後 12 , 10 0  x  g ,  15  mi n ,  4℃で遠心
し、上清を回収しサンプルとした。  
 
3 - 17 - 2 NA D PH 測定  
9 6  w el l  p l a t e の各 w el l に 4 0   l  サンプル  (1 .6  x  1 0 7  c e l l s )  と 80  
 l  Wo rk in g  R eagen t  ( 60   l  As s ay Bu ff e r,  10   l  1M  G lu co s e ,  1 4   l  
M M T so lu t io n ,  1   l  E nz ym e  M ix )  を加えよく混和し、反応開始後
0  mi n と 30  m in の吸光度  (5 65  nm )  を測定し、 30 分間の吸光度
変化から N AD P H 量を算出した。  
 
3-18 統計解析  
データは m ean  ±  S .E . M.で表し、少なくとも 3 回の実験を行った。  
統計解析には、 t wo - w ay A N O VA、 t - t e s t 及び Tuk ey ' s  t e s t を使用
し、 P <  0 . 0 5 の統計結果を有意とした。  
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4 章  Results 
 
4 -1 Capaci tat ion に伴いチロシンリン酸化されるタン
パク質の同定  
4 - 1 -1 ブタ精巣上体尾部精子の ca pa c i t a t io n 誘導とその評価  
精子は c apac i t a t i on の進行に伴い、対称的な鞭毛運動によ
る前進運動から、非対称的な鞭毛運動により更に活性化さ れた
運 動 に 運 動 性 を 変 化 さ せ る 。  こ の 運 動 性 の 変 化 は 、
h yp e r ac t iv a t io n と呼ばれ、CT C 染色パターンの変化や先体反応の
誘起とともに capac i t a t i o n の指標となっている。  本研究では、
h yp e r ac t iv a t io n の程度と CT C 染色の染色パターンの変化によっ
て capac i t a t i o n を評価した。  
N o n -cap  m ed iu m で培養した精子  (N o n -cap  s p e rm )  の運動
性は、直線的な前進運動であった。  一方、 C ap  m ed iu m で培養
した精子  (C ap  s pe r m )  の運動性は、 h yp e r ac t iv a t ion に特徴的な
動きである円運動、 8 の字運動、 s t a r - s p in 運動が見られた  ( F i g .  
4 a )  。 加えて、上述のように精子は h yp e r ac t iv a t io n に伴い、鞭
毛の動きを対照的な動きから非対称的な動きへと変化させ、更
にはその振れ幅を激しくする。  その鞭毛の動きの変化を評価
する FBA と FCR の値は、ブタ精子において FBA は 8 7 °以上、
FC R は 0 . 7 以下であることが h yp e r ac t i v a t i on の閾値となってい
る  (S ch mid t  & K am p 2 00 4 )  。  Fi g .  4 b , c に示したように、 FBA
と FCR の値が N on - cap  sp e rm が 4 2 .7 °  ±  1 . 6 と 0 .8 9  ±  0 . 01 なのに
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対し、C ap  s pe r m は 14 6 . 1°  ±  8 . 8 と 0 . 59  ±  0 .0 2 であった。 また、
C AS A により精子の運動性パラメーターを評価すると、 No n -cap  
s p e rm に比し、 C ap  s p e rm では VC L、 VS L、 VAP、 A LH の値が上
昇し、 LIN と S TR の値が減少した  (Tab l e  1 )  。  これらの変化
は cap ac i t a t i on  ( h yp e r ac t iv a t io n )  を起こした時に特徴的な変化で
ある  (S ch mid t  &  K amp  2 00 4 ,  M a tá s  e t  a l .  2 01 0 )  。  
また、 C TC 染色においては、 C TC がカルシウムに依存し
て精子細胞膜表層に結合すること、また capac i t a t i o n に伴って精
子細胞膜のコレステロールの脱離やカルシウムイオンの細胞内
流入が起こることから、その染色パターンが F p a t t e rn から B 
p a t t e rn に 変 化 する こ と が知 ら れて い る  (War d  & S t o r ey 1 9 8 4 ,  
Wan g  e t  a l .  1 99 5 )  。  本研究で用いた C ap  s pe r m は 80 %を超え
る精子が cap ac i t a t i on を起こした精子に特徴的な染色パターンで
ある B p a t t e rn を示した  ( F i g .  1 b )  。  
本研究では、以上の条件を満たしている精子サンプル
を capac i t a t i o n が誘導された精子とした。  
 
 
4 - 1 -2 C apa c i t a t io n に伴いチロシンリン酸化されるタンパク質
の同定  
M ate r i a l s  an d  M et ho ds に 示 し た 方 法 で 抽 出 し た
cap ac i t a t i on 前後のブタ精巣上体尾部精子のタンパク質をそれぞ
れ 2 - DE によって分離し、 w es t e r n  b l o t を行いチロシンリン酸化
タンパク質の検出を行った。 C ap ac i t a t i o n 前後でチロシンリン
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酸化レベルが上昇している sp o t を切り出し、M A LD I- TO F - MS に
よりタンパク質の同定を行った。 本研究では capac i t a t i o n に伴
いチロシンリン酸化されるタンパク質として、a ld os e  red u c t as e、
i so c i t r a t e  deh yd r o gen as e  1  ( 細 胞 質 型 NA DP + 依 存 性 i so c i t r a t e  
d eh yd r o gen as e ;  ID P c )  、  - en o l a s e の 3 種類を同定した  ( F i g .  5 a -
e )。  
 
4 - 1 -2 -1 Aldo s e  redu c ta s e  
A l dos e  r edu c t a se の S eq u en ce  cov e r age は 42 %、M as co t  s co r e
は 11 8 であった  (F i g .  5 e ,  s po t  3 )  。  更に、自作した抗 a l do se  
r ed u c t as e 抗 血 清 を 用 い て wes te r n  b lo t  ( F i g .  6a ,b )  と
Im m n o p r ec ip i t a t i on  ( F i g .  6 c )  を行い、 cap ac i t a t i on に伴う a ld os e  
r ed u c t as e のチロシンリン酸化を確認した。  
A l dos e  redu c t as e は N A DPH を補酵素として gl u cos e を
s o rb i to l に変化させる酵素である。  さらに、 s o rb i to l は NA D＋
を補酵素とする so r b i to l  d eh yd r o gen as e によって、f ru c to s e に変え
られる  ( Hw an g e t  a l .  2 00 3 ,  S chm id t  e t  a l .  20 05 ,  C ao  e t  a l .  2 009)  。  
精子の主なエネルギー源の一つである f r u c to se を産生するこの
一連の経路を po l yo l  p a th w ay と言い、その律速酵素である a l do se  
r ed u c t as e は、精子のエネルギー代謝において非常に重要な酵素
の一種である  (Tar agn a t  e t  a l .  1 99 0 ,  Ti l t o n  e t  a l .  1 99 5 ,  K o b ayas h i  
e t  a l .  20 02 ,  K aneko  e t  a l .  20 03 ,  Baum ann  e t  a l .  20 07 )  。  Al dos e  
r ed u c t as e については、 pr o t e i n  k in as e  C  (P KC )  依存的にリン酸化
されることが既に報告されているが  (Va rm a  e t  a l .  2 003 )  、ブタ
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精子 cap ac i t a t i on に伴ってチロシンリン酸化修飾を受けるという
事実は、本研究により新しく発見した知見である。  
また、p o l yo l  p a t h wa y は、R OS の産生にもかかわっている
と考えられている。 上述のように、p o l yo l  p a th w a y を担う酵素
である a l do s e  r edu c t as e と so rb i to l  d eh yd r o gen as e は、それぞれ
N A DP H と NA D +を補酵素として利用している。  そのため、
p o l yo l  p a th w a y の亢進は、 NA DP H を消費し N AD H を増加させる
事と同義であり、ひいては N AD P H 減少による精子内グルタチオ
ン量の減少や NAD H 酸化反応の亢進による過酸化水素の生成を
引き起こし、結果的に R O S の産生を増進すると考えられる。 1
章で述べたとおり、RO S は c ap ac i t a t i o n を誘導する重要な因子の
一つである。 更に R O S は p r o t e i n  tyr o s i n e  ph osp h a t ase  (P TP)  の
活性を阻害するなどの報告もあり  (F r en e t t e  e t  a l .  2 004 ,  P r un eda  
e t  a l .  20 06 ,  Awad  e t  a l .  2 00 9 )  、 a ld ose  r edu c t a s e は c ap ac i t a t i o n に
おいて重要な働きを担っていると考えられた。  
 
4 - 1 -2 -2 I D Pc  
ID P c の S equ en ce  co v e r age は 2 4%であり、 M as co t  s co re は
5 8 であった  ( F i g .  5 e ,  sp o t  2 )  。  
哺乳動物の i s oc i t r a t e  d eh yd r o gen as e  ( ID H )  には、ミトコ
ンドリア型の N AD＋依存性、または N AD P＋依存性 ID H と細胞質
型の NA DP＋依存性 ID H  ( ID P c )  の 3 種類が存在することが知ら
れている。 ミトコンドリア型 N AD＋依存性 ID H は T C A 回路で
重要な役割を果たしていることが既に知られている。 一方、ミ
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が示唆されている  (C or do b a  e t  a l .  200 5 )  。  
また、精子内 ID P c のチロシンリン酸化については、未だ
報告例がなく本研究での報告が初めてである。  加えて、 ID P c
は N A DP +を補酵素として N A DP H を産生する酵素であることか
ら、精子内 NA DPH 量の調節に関与する酵素であり、ひいては、
R OS 産生を介した cap ac i t a t i o n の調節に関与する可能性が示唆
される。  
 
4 - 1 -2 -3  - en o la se  
 - eno l a s e の S equ en ce  cov e r age は 1 2%、M as co t  s co r e は 62
であった  ( F i g .  5 e ,  s po t  1 )  。 
n o l as e は 解 糖 系 酵 素 の 一 種 で 、 2- p ho sp ho g l yce r a t e を
p h osp ho eno lp yr u v a t e に変換する酵素として知られており、ウシ  
( B ub a l us  bu ba l i s )  精子においては、 c ap ac i t a t i on に伴ってチロシ
ンリン酸化する酵素として既に同定されている  ( M oh an ar ao  & 
A t r e j a  20 11 )  。 また、ヒト精子においては、様々な組織に広く
分 布 し て い る eno l as e -  ( E N O - )  と sp e rm -s p ec i f i c  eno la se  
i so f o r m (E N O- S)  の 2 つの i s o f o rm が存在していることが確認さ
れている  (E d w ar ds  & Gr o o t ego ed  19 83 )  。 更に、健常男性の精
液中では E N O-に対し E N O- S が非常に多く発現しその活性も
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高くなっている一方、不妊症患者では E NO -の発現量が増加し、
E N O -S の発現量は減少して、それに伴い E NO -S 活性も低下する
ことが知られている  ( Fo r ce  e t  a l .  200 2 )  。  
C apac i t a t i on に伴ってチロシンリン酸化されることが判
明している eno l a se が本研究でも同定されたことは、本研究の実
験手法が適正であることを示している。 本研究では、新規に同
定した a l do s e  r ed uc t as e と ID P c の cap ac i t a t i o n との関連について
更に解析を進め、 en o l as e については取り扱わないこととした。 
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4-2 Capaci tat ion における aldose  reductase の役割の解
析  
4 - 2 -1 精巣上体での精子成熟過程における a ld os e  redu c ta se の
動態  
 
4 - 2 -1 -1 抗ブタ a ld os e  redu ct as e 抗血清の特異性  
作製した抗ブタ a ld os e  r edu c ta s e 抗血清の特異性は、精巣
上体尾部精子の抽出タンパク質に対して w es t e rn  b l o t を行い確
認した  ( F i g .  6 c )。  その結果、 a ld os e  r edu c t a s e の分子量である
3 5  k Da 付近に単一バンドのシグナルが得られ、本抗体血清が
a l do se  r ed u c t as e に対して特異的であることが確認できた。  
 
4 - 2 -1 -2  精 巣 と 精 巣 上 体 各 部 位 及 び 精 子 に お け る a l dose  
redu c ta s e の局在  
自作した抗ブタ a ld os e  r edu c ta s e 抗血清を用いて、精巣と
精巣上体各部位の組織切片の免疫組織染色を行った。  その結




での局在が確認できた  ( F i g .  7 )  。  また、 a l do s e  r ed u c t as e の
mR N A の発現は、精巣、精巣上体頭部、体部で同程度発現してお
り、尾部では発現量が少なくなっていた  ( F i g .  8 a )  。  
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A l dos e  r ed u c t as e は、精子が精巣上体を通過する過程で
ep id i d ym o s om e を介して、精巣上体液から付与されることが示唆
されている  (C ab a l l e r o  e t  a l .  20 10 )  。 本研究においても、精巣、
精巣上体の各部位から採取した内腔液と精子を用いて、 wes t e rn  
b lo t を行い、 a ld ose  r ed u c t as e の量的変化を調べたところ、精巣
上体液における a ld os e  r edu c ta s e の量は、精巣から精巣上体頭部
にかけて顕著に増加し、体部で維持され、尾部に移行するとその
量が顕著に減少していた  ( F i g .  8b , c )  。  一方、精子における
a l do se  redu c t ase の量は、精子が精巣から頭部、体部に移行する
につれ徐々に増加し、尾部ではその量が維持されていることが
明らかとなった  (F i g .  8 d , e )  。  加えて、精子に移行した a l do se  
r ed u c t as e はその多くが先体に存在し、また微量ではあるが鞭毛
にも存在していることが明らかとなった  ( F i g .  9 a )  。  
以上の結果から、精子の a l do s e  r ed uc t as e は精子形成、特
に精巣上体での成熟過程で体細胞から精子に付与される外来タ
ン パ ク 質 で あ る こ と が 明 ら か と な り 、 更 に は 先 体 反 応 及 び
h yp e r ac t iv a t io n 誘起に関与している可能性が示唆された。  
 
4 - 2 -2 C apa c i t a t ion に伴う a ld os e  redu c ta se のチロシンリン酸
化レベルの変化  
M ate r i a l s  an d  M eth o ds で 示 し た 方 法 で 、 w hol e  s p e rm、
s o l ub le、p a r t i cu l a t e、c yt o s o l、m emb r ane、f l age l l a r、h ead の各 f r a c t io n
からタンパク質抽出液を調製し、 2-D E と w es t e rn  b lo t を行い、
cap ac i t a t i on 前後の a l dos e  r edu c t a se のチロシンリン酸化レベル
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の変化を解析した。  
一般的に大部分の a l do s e  r ed u c t ase は細胞質可溶性画分に
存 在 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。  W ho le  sp e rm  ex t rac t で
cap ac i t a t i on に伴った a l dos e  r edu c ta s e のチロシンリン酸化レベ
ルの上昇が認められたので  ( F i g .  5 )、更に精子を so lub l e  f r a c t io n
と p a r t i cu l a t e  f r a c t ion に分画して同様に実験した結果、 s o l ub le  
f r a c t io n の a ld os e  red u c t as e は No n- cap、 C ap ともにチロシンリン
酸化は認められなかった。 一方、so lu b l e  f r ac t i on に比べ量的に
は 微 量 で あ る pa r t i cu l a t e  f r ac t i o n の a ld os e  r ed u c t as e は
cap ac i t a t i on に伴い、チロシンリン酸化レベルが顕著に上昇する
ことが明らかとなった  ( F i g .  1 0 a- e )  。  そこで、更に精査する
ために、精子を mem br an e、 f l age l l a r、 head  f r ac t io n に分画して、
それぞれのタンパク質抽出液で、同様の実験を行った。 その結
果、 f l age l l a r  f r a c t io n の a ld os e  r edu c ta s e が cap ac i t a t i o n に伴い、
チロシンリン酸化していることが明らかとなった  ( F ig .  11 a - d )  。 
 
4 - 2 -3 C apa c i t a t io n 過程での a ldo se  red uc t as e の活性の変化  
W h ol e  sp e rm  ex t r ac t、 so l ub l e  f r a c t ion、 p a r t i cu l a t e  f r a c t io n
において、 a l do se  r edu c ta s e の活性を測定した。  Wh ol e  s p erm 
ex t r ac t では N on - cap  s pe r m に比べ Cap  s pe r m で活性が顕著に上
昇していた。  また、 pa r t i cu l a t e  f r ac t i on の a ld os e  r ed u c t as e も
cap ac i t a t i on に 伴 い 顕 著 に 活 性 が 上 昇 し た 。  一 方 、 so lu b l e  
f r a c t io n の a l do s e  red u c t as e は cap ac i t a t i o n 前後で活性の変化はな
く、 No n -c a p、 C ap  sp e r m ともに p a r t i cu l a t e  f r a c t io n に存在する
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a l do se  r edu c ta s e より低い活性を示した。 4- 2 - 2 で得られた結果
と合わせ考えると、cap ac i t a t i on に伴う a l do s e  r ed uc t ase 活性の上
昇はチロシンリン酸化によるものであることが強く示唆された。 
また、 cap ac i t a t i on 後の so lu b l e  f r a c t io n と p a r t i cu l a t e  f r a c t io n の
a l do se  redu c t ase の量比が 7 .5  :  1 であること  ( F i g .  1 0 e )  、更に
は、 pa r t i cu l a t e  f r ac t i o n の a l do s e  redu c t as e は so lu b l e  f r a c t i on の
a l do se  redu c t ase の約 6 倍の活性を持つこと  ( F i g .  1 2 )  を合わせ
考えると、capac i t a t i o n に伴いリン酸化された p ar t i cu l a t e  f r a c t i on
の a ld os e  r ed u c t ase はリン酸化されていない so lu b l e  f r a c t ion の
a l do se  r ed uc t as e に比し、 45 倍の比活性を持つことが明らかとな
った。  
 
4 - 2 -4 A l res ta t i n を用いた a ldo s e  redu c ta s e の阻害実験  
上 述 し た よ う に 、 a ld os e  r ed u c t a se の 活 性 が 精 子 の
cap ac i t a t i on と密接に関わっている可能性が示唆されたため、
cap ac i t a t i on に 関 連 す る 様 々 な 因 子 に 対 す る a l r es t a t i n  ( a ld ose  
r ed u c t as e の膜透過性の特異的阻害剤 )  の効果を調べた。  
4 - 1 -1 と 4 -1 -2 で述べたように、ブタの精巣上体尾部精子
は cap ac i t a t i o n を 起 こ す と そ の 運 動 性 を 変 化 さ せ  
( h yp e r ac t i v a t i on )  、同時に CTC 染色の染色パターンも変化させ
る。  C ap ac i t a t i on によるこのような変化を 50 0  M  al r es t a t i n は
有意に阻害することが明らかとなった  ( F i g .  1 ,  F i g .  1 3a )  。  ま
た、 a l r es t a t i n は a l do s e  r ed uc t as e のチロシンリン酸化や R OS レ
ベルの増加も阻害し  ( F i g .  13 b ,  F i g .  1 4 )  、更には cap ac i t a t i o n に
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よる GS H レベルの減少も有意に阻害した  ( F i g .  1 5 )  。  
続いて、 a ld os e  r edu c t as e 活性、h yp e r ac t i v a t i on、R OS レベ
ルに対する a l r es t a t i n の阻害作用の濃度依存性を検討したところ、
それぞれの Ki  (阻害定数 )  は 45  M、 53  M、 80  M とほぼ等し
く  ( F i g .  16 a )  、 a l do s e  r edu c t a s e 活性と h yp e r ac t iv a t io n、または
R OS レベル上昇の a l r e s t a t i n による阻害には正の相関関係がある
ことが明らかになった  (h yp e r ac t i v a t i on  :  [ n  =  6 ;  r  =  0 . 9 76 ;  P <  
0 . 00 1]  ,  R OS :  [ n  =  6 ;  r  =  0 .9 45 ;  P <  0 . 0 1 ] ;  F i g .  16 b)  。  
以上の結果より、 a l do se  redu c t ase がチロシンリン酸化を
受け活性化することで、cap ac i t a t i o n に深く関係する RO S 産生と
h yp e r ac t iv a t io n が起こることが示唆された。  
 
4 - 2 -5 精子の運動性調節における a ldo se  redu c ta se の関与  
成熟精子のエネルギー産生は、精子外液中のエネルギー
産 生 基 質 に 依 存 し て い る 。  そ こ で 、 a ld os e  r edu c t as e と
cap ac i t a t i on の関係性をさらに詳しく調べるために、精子培養
m ediu m に入れている g lu cos e を f ru c to s e に置き換え、前進運動





a l do se  redu c t ase がどのように関わっているか調べた。  即ち、
精巣上体尾部の精巣上体細管から空気で押し出された精子  (精
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巣上体尾部内腔液中の精子 )  は、殆ど前進運動性を示さないが、
N aH CO 3 を含む培養液で希釈すると、直ちに前進運動を開始する。 
こ の 時 、 培 養 液 中 の 呼 吸 基 質 と し て g lu cos e を 用 い た 場 合 と
f r u c t os e を用いた場合で精子の運動性に差が認められるか、また、
それぞれに対する a l r e s t a t i n の効果を比較した。  その結果、ど
ちらの単糖を基質にした場合でも NaH C O 3 によって 70％以上の
精子が前進運動を開始し、両者の間で有意な差は認められなか
った。 また、g luco s e 存在下での前進運動開始が a l r es t a t i n によ
って 6 0％程度阻害されたのに対し、 f ru c t os e では全く阻害効果
は認められなかった  ( F i g .  1 7 a)  。  
対して、cap ac i t a t i on 誘起後の h yp e r ac t i v a t i o n に関しては、
g l u cos e を基質として i n cu b a t i on した精子は 8 0 %以上の精子が
h yp e r ac t iv a t io n を 起 こ す の に 対 し 、 f r uc to s e を 基 質 と し て
i n cu b a t i on した精子は 5 0％以下の精子しか h yp e r ac t i v a t i on を起
こさなかった  ( F ig .  1 7b )  。  また、 a l r es t a t i n は g luco s e 存在下
で認められた h yp e r ac t i va t i on をほぼ 90 %阻害したが、f ru c t os e 存
在下での h yp e r ac t i v a t i on に対しては 35 %程度の阻害しか示さな
かった。  
こ れ ら の 結 果 か ら 、 前 進 運 動 の 開 始 に は gl u co se か ら
f r u c t os e を産生する p o l yo l  p a t hw a y の寄与は小さいことが明らか
に な っ た 。  一 方 、 前 進 運 動 の 場 合 と は 異 な り 、 精 子 が
h yp e r ac t iv a t io n を起こすためには、 g l u cos e から f r uc to s e が産生
される p o l yo l  p a th w ay の寄与が大きいということが明らかにな
った。  言い換えれば、 po l yo l  p a thw a y の律速酵素である a l do s e  
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r ed u c t as e は、 h yp e r ac t i va t i on の誘導にはエネルギー産生以外の
重要な働きを持っていることが示唆された。  
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4-3 Capaci tat ion における IDPc の役割の解析  
4 - 3 -1 I D Pc の精子内局在  
M ate r i a l  and  M et hod s に示した方法で、精子の免疫染色を
行い、 ID P c の精子内局在を確認した。  その結果、 ID P c の多く
は鞭毛主部に存在していることが明らかとなった  ( F ig .  9b )  。  
このことから、 ID P c は cap ac i t a t i on に伴う h yp e r ac t iv a t io n の誘
起に関与している可能性が示唆された。  
 
4 - 3 -2 C apa c i t a t io n 過程での ID Pc の活性の変化  
M ate r i a l  an d  M e th od s に示した方法で、c ap ac i t a t i o n 誘導後
の No n - cap  sp e rm と C ap  s p e rm の ID P c の活性を測定した。  こ
の時、 No n -c a p 及び C ap  s p er m からの抽出液中の ID P c 量が等し
いことは自作した抗 ID P c 抗血清を用いた w es t e rn  b lo t により確
認した  ( F i g .  1 8 a )  。   C ap ac i t a t i o n 誘導に伴い、 Cap  s p e rm は
N o n -cap  s p e rm に比し、ID P c 活性の減少が認められた。 また両
者の Km と Vm ax を比較すると、N on- c a p  sp e rm が K m = 3 . 94  mM、
V m ax  =  1 2 . 5  nm ole  / 10 7  ce l l s  /m in なのに対し、 C ap  s p e rm は Km 
=  4 .0 2  m M、 V m ax  =  8 .8  nm ol e  / 10 7  c e l l s  / mi n となり、 cap ac i t a t i on
に伴って K m は変化しないが、Vm ax が減少するという結果が得
られた  ( F i g .  18 a ,b )  。  そこで更に、 c ap ac i t a t i on 誘導後のどの
時期に活性が変化しているのかを明らかにするために、誘導開
始後 0、3 0、90、180 mi n における ID P c の活性を測定した。 No n-
cap  sp e r m は 1 8 0 分間で活性変化が認められないが、 C ap  s p er m
は cap ac i t a t i o n 誘導 3 0  m in 後には活性が減少し、 180  mi n まで
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N o n -cap  sp e rm よりも有意に低い活性を示した  ( F i g .  1 9 )  。   
 
4 - 3 -3 C apa c i t a t ion 誘導に伴う細胞内 N A D PH 量と R OS レベル
の変化  
C apac i t a t i o n 誘導開始後、 0、 30、 90、 18 0  m in の時の細胞
内 N AD P H 量と RO S レベルの測定を行った。 両者ともに、N on -
cap  sp e rm では 180 分間で変化が認められなかった。  しかし、
C ap  s pe r m では細胞内の N AD P H 量は capac i t a t i o n 誘導 30  min 後
には減少し、以降 18 0  mi n 後まで N o n -cap  s p e rm よりも低い値を
示した  ( F i g .  20 a )  。 一方、細胞内 R O S レベルは時間経過とと
もに徐々に上昇していくことが明らかとなった  ( F i g .  2 0 b)  。  
以上の結果から、精子の a l do s e  r edu c t as e と ID P c は、
cap ac i t a t i on 誘導条件下でチロシンリン酸化されることによって、
前者は活性上昇、後者は活性低下をきたし、N ADP H レベルを下
げる方向に調節されることが判明した。 N ADP H を介した抗酸
化ストレス系の働きの低下によって、 R OS レベルの上昇が起き
ていることが強く示唆された。  
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れている。  本研究において、 cap ac i t a t i o n に伴ってチロシンリ
ン酸化するタンパク質として同定された a l do s e  r ed u c ta s e と精巣
上 体 に お け る 精 子 の 成 熟 と の 関 連 を 検 討 し た と こ ろ 、 a ld os e  
r e d u c t as e は精子自身で発現するタンパク質ではなく、精子形成
過程にはセルトリ細胞、精巣上体移動中には精巣上体細管上皮
細胞に由来する a ld os e  r edu c ta s e を取り込んでいることが判明し
た 。  精 巣 上 体 細 管 上 皮 細 胞 で 作 ら れ た タ ン パ ク 質 の 一 部 は
ep id i d ym o s om e と呼ばれる小胞によって管腔内に放出され、精子
に 取 り 込 ま れ る こ と が 知 ら れ て い る 。  Al do se  red u c t as e も
e p id i d ym o s om e に含まれることが Su l l i v an 等  ( 20 07 )  によって報
告されており、 a ld os e  r edu c t a s e が ep id i d ym o s om e を介して精巣
上体を通過する精子に移行して精子の機能的な成熟を担う重要
な働きをしている因子の一つであることが強く示唆された。  
さて、 a l do s e  reduc t as e は細胞質に存在する酵素であるこ
と が よ く 知 ら れ て い る が 、 ブ タ 精 子 に お い て も 取 り 込 ま れ た
a l do se  redu c t ase の大部分は可溶性画分に存在し、 12%程度が顆
粒 (膜 )画 分 に 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。  そ こ で 、
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cap ac i t a t i on に伴う a l do s e  r ed uc t ase のチロシンリン酸化に、存在
部位による違いがあるか調べたところ、顆粒画分 (鞭毛 )の a l do se  
r ed u c t as e のみが cap ac i t a t i on に伴ってチロシンリン酸化してい
ることが明らかとなった。  これまでに、 c ap ac i t a t i on に伴って
精子内の局在を変えるタンパク質が存在し、それらの中にはチ
ロ シ ン リ ン 酸 化 タ ン パ ク 質 も 含 ま れ て い る こ と  ( Bo u e  e t  a l .  
1 9 96 ,  Vi s co n t i  e t  a l .  1 99 7)  、また、 pr o te in  k i n as e  C の刺激により
a l do se  redu c t ase がリン酸化され、ミトコンドリアに移動すると
いう報告がある ( Va r m a e t  a l .  20 03 )  。  本研究では、 cap ac i t a t i on
前後で a l do s e  r ed uc t as e の局在が変化するという明確な結果は得
ら れ な か っ た 。  あ ら か じ め 膜 近 傍 に 局 在 し て い た a ld os e  
r ed u c t as e が cap ac i t a t i on に際してチロシンリン酸化されている
のか、チロシンリン酸化により存在部位が細胞質から膜へと変
化するのかは今後の検討課題である。   
また、 a l do s e  reduc t as e をリン酸化するチロシンキナーゼ
を早急に明らかにする必要がある。  SR C fami l y がヒトやラッ
ト等の c ap ac i t a t i on に関与していること  (d e  Lam i r ande  & G agnon  
2 0 02 ,  O '  F l ah e r t y 2 0 05 ,  2 00 6 ,  Br agad o  e t  a l .  20 12 )  や 34  k D a~ 45  
k D a の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に よ る タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 が
cap ac i t a t i on に関与しているということなどが報告  (Ta r d i f  e t  a l .  
2 0 01 )  されている。 これらのチロシンキナーゼは、先体や赤道
帯、また中片部や鞭毛主部にも存在することから、精子の先体反
応や h yp e r ac t i va t io n にも密接に関与している可能性が示唆され
ている。  これらが a l do s e  r ed u c t ase のリン酸化に関与している
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のか非常に興味深い。  
さて、本研究により、 a l do s e  redu c t as e がチロシンリン酸
化によってその活性を上昇させることが初めて明らかとなった。 
A l dos e  r ed u c t as e は a l do - k e to  r ed u c ta s e  s up e r f ami l y に属する酵素
で比較的広い基質特異性と g lu cos e に対する Km が大きいことが
知られている。 糖尿病では、細胞内 g l ucos e 濃度が増大するこ
とで、a ld os e  r ed u c t a s e が働き po l yo l  p a th w a y を亢進させる。 こ
の亢進により、細胞内 R OS レベルの上昇や細胞内に s o rb i to l が
蓄積されることによる細胞内浸透圧の上昇などが引き起こされ、
結果として、神経障害などの種々の合併症を引き起こすと考え
られている  (R ask i n  & R os en s t ock  19 8 7 ,  Kin os h i t a  &  N is h i mu r a  
1 9 88 ,  Bu rg  1 99 5 )  。  
P o l yo l  p a t hw a y の基質であり呼吸基質でもある g l ucose の
細 胞 外 濃 度 が 著 し く 低 い 精 巣 上 体 尾 部 ま で は 精 子 内 a ld os e  
r ed u c t as e は不活性な状態が保たれている  (P ru n ed a  e t  a l .  2 00 6 )  。 
即ち、ブタ精巣上体尾部管腔液中の g l ucos e 濃度は 0 . 03± 0 . 02  mM
と非常に低い一方、 f ru c t os e 濃度は 0 . 21± 0 . 07  m M であることが
報告されている  (P ru n ed a  e t  a l .  20 06)  。  更に精液中の f ru c tos e
濃度は精嚢腺由来の f r uc to s e によって 0 .6  m M まで上昇すること
が知られている  (新家畜繁殖学  著：鈴木  e t  a l )  。  このこと
から射精時の前進運動開始の際には f r u c to se が精子の主たるエ
ネルギー源となっていると考えられる。  一方、 c ap ac i t a t i o n が
起こる輸卵管内では、精液中とは異なり f r uc to s e よりも g l u co se
の方が圧倒的に多いことが知られている。 ブタでは g l u cos e 濃
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度は 0 . 7  m M であるのに対して、 f ru c to s e は痕跡程度、またヒツ
ジでも g l ucos e 濃度は 1 . 7  m M 程度であるのに対して、f r u c t os e 濃
度は 0 .0 03  mM と非常に低いことが報告されており  ( I r i t an i  e t  a l .  
1 9 69 ,  S p i l m an  e t  a l .  1 97 0 ,  I r i t an i  e t  a l .  1 97 4)  、 cap ac i t a t i o n にお
いて主に利用される単糖は g lu cos e であるといえる  (M ann  19 46 ,  
H u gen t ob l e r  e t  a l .  2 0 08 ,  La r o s e  e t  a l .  2 0 12 )  。   
本研究において、 i n  v i t ro 系で、精子の前進運動開始に対
する a ld os e  r ed u c ta s e の関与について g l u cos e 存在下と f ru c to se
存在下で違いが認められるか解析した結果、精子の前進運動で
は gl u co se も f r u c to se 同様の効果が認められたが、h yp e r ac t i va t i on
では g lu cos e の方が f r u c t os e より非常に有効であることが判明し
た。 更に、a l r es t a t i n による阻害でみた、p o l yo l  p a t hw a y の関与
は、前進運動に対しては 60 %程度であるのに対して、 g l u cos e 存
在下での h yp e r ac t iv a t io n の誘起は a l r e s t a t i n によって 90 %程度が
阻害された。  また、 f ru c t os e 存在下での h yp e r ac t iv a t io n 誘起は
g l u cos e に 比 し 明 ら か に 少 な か っ た 。  こ れ ら の 事 実 か ら 、
cap ac i t a t i on に伴う h yp e r ac t i v a t i on には、単なる解糖の促進によ
るエネルギー産生というだけではなく、po l yo l  p a th w ay の律速酵
素としての a l do s e  r ed u c t as e の活性が非常に重要であることを示
している。  
また、ヒトの赤血球の a l do s e  red uc t as e は G - 6- P と NA DP H、
g l u cos e とのインキュベーションによる活性化に伴い、g lu cos e と
の K m を 9 .0  m M と 0 . 9  m M の二相性から 0 . 68  m M の単層性に変
化させることが知られており  (S r i vas t av a  e t  a l .  19 85 )  、この Km
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の値は排卵期の輸卵管の g lu cose 濃度と同程度であり、これは
a l do se  redu c t ase は活性化することでようやく、輸卵管内でその
働きを発揮することができるようになることを示唆している。  
即ち、チロシンリン酸化による a l do s e  r ed u c t as e の活性上昇は、
精子の輸卵管における cap ac i t a t i on において非常に重要な因子で
あることが強く推察された。  
一 方 、 f r u c to se を 基 質 に し た 場 合 で も 30% の 精 子 が
h yp e r ac t iv a t io n を起こした。 精子が h yp e r ac t iv a t io n を起こすた
め に は 、 ATP レ ベ ル の 上 昇が 必要 と さ れ るこ と か ら 考 え ると  
( M ik i  e t  a l .  2 00 4 ,  A r ce l ay e t  a l .  20 0 8)  、 こ れ は f r u c t os e が
h ex o k i n ase によって F- 6 -P に変換されることで解糖が促進され、
AT P 産生が進んだ為と推察される。 また、 f ru c tos e 存在下の精
子の h yp e r ac t iv a t io n に対しても a l r es t a t i n による阻害が認められ
たのは、 a l do s e  red u c t as e の広い基質特異性によるものと思われ
る 。  即 ち 、 解 糖 の 中 間 代 謝 産 物 で あ る gl yce r a l d eh yd e  3 -
p h osp h a t e は非常に親和性のよい生理的な a ld os e  r edu c t ase の基
質であることが知られており、これを基質とした反応により、後
で述べる N ADPH レベルの低下を始めとする一連の反応が起っ
たと考えられる。  Al r es t a t i n の p o lyo l  p a t h w ay 以外への作用の
存在も可能性としては考えられるが、今後の検討が必要である。 
以上のように、精子は f r u c to se が多く存在する精巣上体
尾部から g lu cos e が多く存在する輸卵管へと成熟の場を移すが、
a l do se  redu c t ase が精子の受精活性の最終的な発現調節において
重要な役割を果たしていることが明らかになり、a ld ose  r ed u c t as e
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は正に精子成熟を担うタンパク質であるといえる。  
A l dos e  r edu c t a s e の膜透過性特異的阻害剤である a l r es t a t i n
を用いて、cap ac i t a t i o n における a l dos e  r edu c t a s e の役割について
検討した。 A lr e s t a t i n で a ld os e  r educ t as e 活性が阻害されること
によって cap ac i t a t i o n や h yp e r ac t i va t i on は著しく阻害された。  
更に、チロシンリン酸化レベルの上昇、RO S レベルの上昇、GS H
レ ベ ル の 減 少 な ど cap ac i t a t i on に 関 連 す る 様 々 な 現 象 を
a l r es t a t i n は 有 意 に 阻 害 し た 。   こ れ ら の 結 果 か ら 、 a l dose  
r ed u c t as e は Fi g .  21 で示すメカニズムによって capac i t a t i o n を調
節しているのではないかと考えられた。 先ず、a ld ose  r ed u c t as e
がチロシンリン酸化され、活性化することで p o l yo l  pa t hw ay に
よる g l ucos e の代謝が促進される。 この反応の促進により、精
子内 NA DP H 量は減少する。  更に、 NA DP H 量の減少は、 R OS
の消去機構として重要であるグルタチオンサイクルの働きを障
害し、結果として R OS レベルを上昇させる。  本研究では、
cap ac i t a t i o n に伴って精子全体の GS H レベルは 1 0 %程度の減少
が認められた。 チロシンリン酸化した a l do s e  r ed uc t as e と ID P c
が精子の鞭毛に存在することから、鞭毛局所的に見れば更なる
G SH レベルの減少が認められるかもしれない。  これまでに、
c a p ac i t a t i on 前後で精子内 GS H レベルの変化を明らかにした報
告はないが、精子凍結融解時に GSH レベルが 30 %程度減少する
ことで cr yo ca p ac i t a t i on と呼ばれる cap ac i t a t i on 様の反応が起こ
ることが示唆されていることからも  ( Gad ea  e t  a l .  2 004 )  、本研
究で認められた RO S レベルの上昇が精子内 G SH レベルの減少
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に起因している可能性は高いと思われる。 1 章で述べたように、
R OS は 適 切 な 濃 度 で 調 節 さ れ て い る こ と を 条 件 に 、 精 子 が
cap ac i t a t i on を起こすために重要な調節因子になっており、精子
内 a l do s e  r ed u c t ase は、その調節の中枢を担っていると考えられ
る。   
多くの細胞で NAD PH の細胞内レベルの維持に中心的な
役割を果たしているのは、ペントースリン酸経路  (PPP )  である。 
実 際 に 、 ヒ ト や マ ウ ス の 精 子 で は PPP の 最 初 の 酵 素 で あ る
g l u c os e -6 - ph os ph a te  d eh yd r o gen ase が 活 性 を 持 ち 、 PPP に よ る
N A DP H の再生系が精子と卵の融合過程に関与していることが
報告されている  (A i t k en  e t  a l .  1 99 5 )  。  しかしながら、ブタや
ウシの精子では g lu cos e - 6 - ph os ph a t e  d eh yd r o gen as e 活性が認めら
れず、 PPP は生理的な役割を果たしていないことが推察されて
いる。 これらの動物の精子内 N AD P H 生成には m al i c  enz ym e と
ID P c が 働 い て い る と 考 え ら れ て い る 。  本 研 究 で は a ld os e  
r ed u c t as e と共に ID P c も cap ac i t a t i on に伴ってチロシンリン酸化
するタンパク質として同定された。  更にチロシンリン酸化に
よって、 a l do s e  red u c t as e とは逆に活性が低下することが明らか
になった。 このことは、チロシンリン酸化されることによって
活性化した a l do s e  r ed u c t as e による NA D PH 消化の増大を ID P c 活
性で補償できないことを示唆していると言える。  ID P c がチロ
シンリン酸化されることによって、V m ax が減少して活性が抑え
られ、N A DP H レベルが低いまま維持され、cap ac i t a t i o n に必要な
R OS レベルが保たれる可能性が考えられた。  Al dos e  r ed u c t as e
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と ID P c のチロシンリン酸化状態によって精子内の NA D PH レベ
ルが制御され、それが生理的な R OS レベルの調節に結びついて、
精子の種々の活性が調節されている可能性が推察された。  一
方、精子の mal i c  enz ym e についてはこれまでほとんど文献がな
く、この酵素の精子における生理機能についての解明が待たれ
る。  
C apac i t a t i on に伴ってチロシンリン酸化されるタンパク
質として同定した a l do s e  r ed u c t ase 及び ID P c の解析から、精子
が生理的な R OS 産生系を持ち、それが細胞内 N A DPH レベルに
よって制御されていることが強く示唆された。 これまで、精子
で産生される R OS は主にミトコンドリアを起源とするとされて
きたが、本研究結果は新しい RO S 産生系の存在を示したものと
いえる。  C ap ac i t a t i on を始めとする精子の機能が RO S によっ
て調節されていることは明らかであるが、R OS のどの分子種が、
どこにどのように働いているかは、更なる検討が必要である。  
精子における R OS を介した機能調節系の全体像を明らかにする
ことによって、不妊治療や避妊、育種や遺伝資源の保存などに際
して、精子の受精能を有効に制御することが可能となると考え
る。   
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Ok a mu ra  N ,  Ta j ima  Y,  On oe  S ,  Su g i ta  Y  19 91  P u r i f i c a t i on  o f  
b i ca r bo n a t e - s ens i t i v e  s pe r m ad en yl y l c yc l a s e  b y 4 - ace t am id o -4 ' -
- 63 - 
 
i so t h i o cyan o s t i l b ene - 2 ,2 ' - d i su l f on i c  a c i d -a f f in i t y  ch r o m ato gr ap h y.  J  
B io l  C h em .  2 66 (2 7 )  1 77 54 -9 .  
 
Ok a mu ra  N,  Ta j ima  Y,  So e j i ma  A ,  Ma suda  H ,  Sug i t a  Y 1985  
S od i um  b i ca r bo n a te  i n  s emi n a l  p l a sm a  s t im ul a t e s  t h e  m ot i l i t y  o f  
m am m al i an  sp e rma t ozo a  t h r ou gh  d i r ec t  a c t i v a t i on  o f  ad en yl a t e  
c yc l a s e .  J  B i o l  Ch em .  2 60 ( 17 )  96 99 - 705 .  
 
O s i guw a S A ,  Fras er  L R  20 07  C a th in e ,  an  am ph e t am in e - re l a t ed  
co mp ou nd ,  ac t s  on  m am m al i an  sp e rm at ozo a  v i a  b e t a1 -  and  a lp ha2 A -
ad r ene rg i c  r e cep t o rs  i n  a  c ap ac i t a t i on  s t a t e -d ep end en t  m an n e r.  H um 
R ep ro d  22 ( 3 )  7 56 - 65 .  
 
Pru n eda  A ,  P in a rt  E ,  B on e t  S ,  Yeung  CH ,  C oop er T G  2 0 06  S t ud y 
o f  t he  po l yo l  pa th wa y  
i n  t h e  po r c i n e  ep i d i d ym i s .  M ol  R ep rod  D ev  73 (7 )  8 59 -6 5 .  
 
R a sk in  P,  Ros en s t o ck  J  1 98 7  Al dos e  r ed u c t as e  i nh ib i to r s  and  
d i ab e t i c  co mp l i ca t io ns .  A m  J  M ed  83 (2 )  2 98 - 30 6 .  
 
R o y S C,  A t re ja  SK  20 08  E ff ec t  o f  r e ac t i v e  ox ygen  s p ec i es  on  
cap ac i t a t i on  an d  a s so c i a t ed  p ro t e in  t yr o s i n e  ph os ph or yl a t i on  in  
b u ff a lo  ( Bu b a lu s  bu b a l i s )  s p e rm at ozoa .  A ni m Rep ro d  S c i  10 7  68 -84 .  
 
- 64 - 
 
S ab eu r K,  B a l l  BA  20 07  C h ar ac t e r i z a t i on  o f  NA DP H  ox i d as e  5  i n  
eq u i n e  t e s t i s  and  sp e rm a toz oa .  R ep rod u c t i on  1 34  26 3 - 70 .  
 
S ch mid t  R E,  D o rsey  DA ,  B eaud e t  LN ,  Pa rv in  C A,  Ya ra sh esk i  KE,  
S mi th  S R ,  Wi l l i ams o n  J R ,  Pe t ers on  R G,  O at e s  PJ  20 0 5  A p o t en t  
s o rb i to l  d eh yd r o gen as e  in h i b i t o r  ex ace r b a t e s  s ym p a t h e t i c  au to nom ic  
n eu ro p a th y i n  r a t s  w i t h  s t r ep toz o t o c in - i nd uced  d i ab e t e s .  E xp  N euro l  
9 2 (2 )  4 07 -1 9 .  
 
S ch mid t  H ,  Kamp  G  2 00 4  In d u ced  h yp e r ac t i v i ty  i n  b o ar  
s p e rm at ozo a  and  i t s  ev a l u a t i on  b y co mp ut e r - as s i s t ed  sp e rm  an a l ys i s .  
R ep ro du c t io n  12 8 (2 )  1 71 - 9 .  
 
Sh iv aj i  S ,  Ku ma r V,  Mi t ra  K,  Jh a  KN  2 00 7  M amm al i an  s p erm 
cap ac i t a t i on :  r o l e  o f  ph os ph o t yr o s i n e  p r o t e i ns .  So c  R epro d  F er t i l  
S u pp l  6 3  29 5 -3 12 .  
 
Sp i l man  CH ,  Duby  RT,  B la ck  D L 19 7 0  E ff ec t  o f  an  in t rau t e r i ne  
d ev i ce  on  s h eep  ov id u c t  f l u i ds :  ch emi ca l  com pos i t i on  an d  
s t im ul a t io n  o f  sp e rm at ozo an  r es p i r a t io n  in  v i t r o .  B io l  Rep rod  3 (1 )  
7 6 -8 1 .  
 
S ri va s ta va  S K,  Ha i r  GA,  Da s  B  1 98 5  A c t iv a t ed  an d  u n ac t i v a t ed  
f o rm s  o f  h um an  e r y t h ro cyt e  a l do s e  r edu c t as e .  P roc .  Na t l .  A cad .  S c i .  
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U S A  82  7 22 2 - 6 .  
 
S to rey  B T  2 00 8  Mamm al i an  sp e rm  me t abo l i sm :  ox ygen  an d  su ga r,  
f r i en d  an d  fo e .  I n t  J  D ev  B i o l  52 ( 5 - 6 )  4 27 - 3 7 .  ( do i :  
1 0 .1 38 7 / i j db .0 72 522 bs . )  
 
Su a rez  SS  19 96  Hyp e r ac t i va t ed  m ot i l i t y  i n  sp e rm .  J  An d ro l  17 (4 )  
3 3 1- 5 .  
 
Su a rez  SS ,  Ho  HC  20 03  H yp e r ac t iv a t ed  m ot i l i t y  i n  sp e rm .  R ep ro d  
D o m es t  An im  3 8 (2 )  119 - 24 .  
 
Su l l i van  R ,  Fren et t e  G ,  Gi rou a rd  J  2 00 7  Ep id i d ym o s om es  a re  
i nv o l ved  in  t h e  acqu i s i t i on  o f  n ew sp er m  p ro t e in s  du r in g  ep id i d ym a l  
t r an s i t .  As ia n  J  A nd ro l   9 ( 4 )  48 3 - 91 .  
 
Taj i ma Y,  Oka mura  N ,  Su g i ta  Y  19 8 7  T h e  ac t i v a t i n g  e f f ec t s  o f  
b i ca r bo n a t e  on  sp e rm  m ot i l i t y  and  r es p i r a t i on  a t  e j a cu l a t i on .  
B io ch i m B i op h ys  Ac t a  92 4  51 9 -2 9 .  
 
Tarag na t  C ,  B erg er M,  J ea n  C L  1 99 0  Ti s s u e  an d  s pec i e s  s p ec i f i c i t y  
o f  m ou se  d u c t us  d e f e r ens  p r o t e i n .  J  An d ro l  11 ( 3 )  27 9 - 86 .  
 
Tard i f  S ,  Dub é  C,  Ch eva l i e r S ,  Ba i l ey  JL  2 00 1  C apac i t a t i o n  i s  
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a s so c i a t ed  w i th  t yr o s i ne  ph osp ho r yl a t io n  and  t yr o s in e  k in a se - l i ke  
ac t i v i t y  o f  p i g  s p e rm  p r o t e i ns .  Bio l  R ep rod  6 5  78 4 -9 2 .  
 
T i l ton  R G,  Ch an g  K,  N y eng aa rd  J R,  Va n  d en  End en  M,  Id o  Y,  
Wi l l i a ms on  J R  199 5  In h i b i t i o n  o f  so r b i to l  d eh yd r o gen as e .  E ff ec t s  
o n  v as cu l a r  an d  n eu r a l  d ys f u n c t i on  i n  s t r ep t ozo c in - i nd u ced  d i ab e t i c  
r a t s .  Di ab e te s  44 ( 2 )  23 4 -4 2 .  
 
Vand epu t t e  C ,  Gui zon  I ,  Gen es t i e - Den i s  I ,  Vann i er  B ,  L o renzon  
G  1 9 94  A mi cr o t i t e r  p l a t e  as s a y f o r  t o t a l  g lu t a th io n e  an d  g l u t a th io ne  
d i s u l f i de  co n t en t s  i n  cu l t u r ed / i so l a t ed  ce l l s :  p e r fo rm an ce  s tu d y o f  a  
n ew  mi n i a t u r i z ed  p r o to co l .  C el l  B io l  To x i co l  1 0  41 5 -2 1 .  
 
Va rma  T,  L iu  S Q,  Wes t  M,  Thon hbo onk erd  V,  Ru vo lo  PP,  Ma y  WS,  
Bh a tna ga r A  2 00 3  P ro t e in  k i n as e  C -dep end en t  p ho sp ho ryl a t i on  and  
m i to cho nd r i a l  t r ans lo ca t io n  o f  a ld os e  r edu c t a se .  FE B S L e t t e r s  5 34  
1 7 5- 9 .  
 
Vi s con t i  PE ,  Ba i l ey  JL ,  Moo re  GD ,  Pa n  D,  Olds - Cl a rk e  P,  Kopf  
GS  19 95  C ap ac i t a t i o n  o f  m ou s e  sp e rm at ozo a .  I .  C o r r e l a t i on  b e t w een  
t h e  cap ac i t a t i o n  s t a t e  an d  p r o t e i n  t yr o s i ne  p ho sp ho r yl a t ion .  
D eve lo pm en t  1 21  11 2 9 - 37 .  
 
Vi s con t i  PE ,  Ga lan t in o -Ho mer H ,  Mo o re  GD,  Ba i l ey  JL ,  N ing  X,  
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Fo rn es  M,  Kopf  GS  19 98  Th e  m ol ecu la r  b a s i s  o f  s p e rm cap ac i t a t i on .  
J  A nd ro l  19 ( 2 )  2 42 - 8 .  
 
Vi s con t i  PE ,  Ga lan t in o -Ho mer H ,  Nin g  X ,  Mo o re  GD,  Val en zu e la  
J P,  Jo rg ez  C J ,  Alv a rez  J G,  Kopf  GS  1 99 9 a  Ch o l e s t e ro l  e ff lux -
m ed i a t ed  s i gn a l  t r ans du c t io n  in  m amm al i an  spe r m.  b e t a -
c yc l o d ex t r i ns  i n i t i a t e  t r an sm em br ane  s i gn a l i n g  l e ad in g  to  an  
i n c r ea s e  in  p ro t e in  t yr o s in e  ph os ph o r yl a t io n  an d  cap ac i t a t i on .  J  B io l  
C h em  2 74 ( 5 )  3 23 5 -4 2 .  
 
Vi s con t i  PE ,  J ohns on  L R ,  O yas k i  M,  Fo rn és  M,  Moss  SB ,  Ger ton  
GL ,  Kopf  GS  199 7  R egu l a t i on ,  l oca l i z a t io n ,  an d  anch o r in g  o f  
p r o t e i n  k in as e  A s ub u n i t s  d u r in g  mo use  s p e rm  cap ac i t a t i on .  D ev  B i o l  
1 9 2 ( 2 )  35 1 - 63 .  
 
Vi s con t i  PE ,  Kopf  GS  19 98  R egu la t io n  o f  p r o t e i n  p ho sp h or yl a t ion  
d u r i n g  s pe r m  cap ac i t a t i on .  Bio l  R ep rod  59 (1 )  1 -6 .  
 
Vi s con t i  PE ,  S t ew ar t - Sa va g e  J ,  B la sco  A,  Ba t t ag l ia  L ,  Mi randa  P,  
Ko pf  GS ,  Tezón  JG  1 99 9b  Ro l e s  o f  b i ca rb on a te ,  cAMP,  an d  p r o t e in  
t yr o s in e  ph os ph oryl a t i on  on  cap ac i t a t i o n  an d  t he  sp o n t an eous  
ac r o som e  r eac t io n  o f  h am s t e r  sp e rm .  B io l  R ep ro d  61 ( 1 )  7 6 -8 4 .  
 
Vi s con t i  PE ,  Wes tb rook  VA,  Ch ert ih i n  O,  D ema rco  I ,  S l e i gh t  S ,  
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D i ek man  A B  2 00 2  No v e l  s i gn a l in g  p a th w ays  i nv o l ved  i n  sp erm 
acq u i s i t i on  o f  f e r t i l i z in g  capac i t y.  J  Rep rod  I m mu no l  53  1 3 3- 50 .  
 
Wa ng WH ,  Ab eydeera  LR ,  Fras er L R,  N iw a  K  19 95  Fun c t io n a l  
an a l ys i s  u s i n g  ch lo r t e t r a c yc l i n e  f l uo r es cen ce  and  i n  v i t ro  
f e r t i l i z a t io n  o f  f r oz en - t h awed  e j acu la t ed  bo a r  sp e rm a toz oa  
i n cu b a t ed  i n  a  p ro t e i n - f r ee  ch emi ca l ly  d e f i n ed  m ed ium .  J  R eprod  
F er t i l  10 4  30 5 -1 3 .  
 
Wa rd  C R ,  S to rey  B T  1 98 4  D et e rmin a t io n  o f  t he  t i m e  cou rs e  o f  
c ap ac i t a t i on  in  m ou s e  s p e rm at ozoa  us in g  a  ch l o r t e t r a cyc l i ne  
f l uo r es cen ce  as say.  D ev  B i o l  1 04 ( 2 )  28 7 -9 6 .  
 
Yan ag i ma ch i  R  199 4  M am mal i an  f e r t i l i z a t io n .  In  T h e  Phys io l og y  o f  
R ep ro du c t io n ,  2n d  ed n ,  p p  1 89 -3 1 7 .  E d s  E  K no b i l ,  J D  N e i l l .  N ew 
Yo r k :  Rav en  P r es s .  
 
Yan ag i ma ch i  R ,  Ch ang  MC  1 96 4  IN  V IT R O  FERT ILIZ AT IO N  O F 
G O LD E N  H AM ST ER  O VA.  J  E xp  Zo o l  1 56  3 61 -7 5 .  
 
Zen g  Y,  Ob erd orf  J A ,  F l orma n  H M  1 9 96  p H r egu l a t io n  in  mo use  
s p e rm:  i d en t i f i c a t io n  o f  N a ( +) - ,  C l ( - ) - ,  and  HC O3 ( - ) - d epen d en t  and  
a r yl am in ob enzo a t e -d ep en d en t  r egu la t o r y m ech an i sm s  and  
ch a r ac t e r i z a t i on  o f  t h e i r  r o l es  i n  sp e rm cap ac i t a t i o n .  D ev  B io l  17 3 (2 )  
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5 1 0- 20 .  
 
Zh ang  H ,  Zh en g  R L  19 96  P ro mot ion  o f  h um an  s p er m cap ac i t a t i on  


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































本 研 究 を 進 め る に あ た り 常 日 頃 か ら 実 験 に つ い て 多 大 な
る 御 指 導 、 御 教 示 を 賜 り ま し た 岡 村 直 道 教 授  (筑 波 大 学 大 学 院
人 間 総 合 科 学 研 究 科  生 命 シ ス テ ム 医 学 専 攻  生 殖 生 化 学 研 究
室 )	 に 厚 く 御 礼 を 申 し 上 げ ま す 。 	 ま た 、 松 田 学 講 師  (同 研 究
室 )  、 川 島 明 弘 助 教  (同 研 究 室 )  、 丹 波 道 子 氏  (筑 波 大 学 技 術
職 員  )、 菊 地 和 弘 氏  (独 立 行 政 法 人 農 業 生 物 資 源 研 究 所 上 級 研
究 員 )  に 御 礼 を 申 し 上 げ ま す 。 	 更 に 研 究 遂 行 に あ た り 、 温 か
く見守って 頂いた研究室のメンバーに御礼申し上げます。  
最 後 に 、 博 士 論 文 研 究 の 継 続 及 び 遂 行 に 温 か い 御 理 解 と
御 支 援 を 賜 り ま し た 大 西 健 教 授  (茨 城 県 立 医 療 大 学 人 間 科 学 セ
ンター長 )  と相良順一准教授  (同センター )  に深謝致します。  
 
